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Abstrakt 
Grundlaget for dette projekt er at opstille et forsøg eller en model, der kan bruges til at belyse 
et videnskabeligt problem. Dette projekt er baseret på et biologisk forsøg, der undersøger 
sammenhængen mellem HOXA9-genet, hvilket fungerer regulerende under fosterudviklingen 
og transskriptionsfaktoren CDX2. Studier viser at både HOXA9 og CDX2 er overudtrykt i 
personer der lider af leukæmi, mere præcist akut myeloid leukæmi og akut lymfoblastisk leu-
kæmi. Yderlig forskning har også vist, at CDX2 kan binde sig til promotoren for HOXA9. I 
dette projekt undersøges sammenhængen mellem udtrykket af HOXA9 og CDX2 i relation til 
leukæmi. Dette gøres ved at indsamle teoretisk viden om HOX-gener, CDX2 og leukæmi, 
mens der laves to forsøg i laboratoriet. Det ene forsøg arbejder med promotoren for HOXA9 
og CDX2 og det andet arbejder med selve HOXA9-genet. Der designes en primere således at 
de ønskede gen-sekvenser kan opformeres, hvorefter de ved hjælp af in-fusion kloning kan 
indsættes i plasmider. De klonede plasmider indsættes til sidst i mammale celler for så at måle 
sekvensernes udtryk. HOXA9-promoteren udsættes for CDX2, hvorpå man kan måle HOXA9 
aktiviteten gennem luciferase, hvilket promoteren står i forbindelse med.  For det andet for-
søg, der arbejder med HOXA9-genet, var formålet at måle udtrykket af HOXA9-genet efter 
det var blevet placeret i mammale celler. Dette gøres blandt andet for at sammenligne udtryk-
ket med udtrykket i det andet forsøg, den sidste del i dette forsøg, transfektionen, mislykkedes 
desværre og en sammenligning var derfor ikke mulig. For forsøget med HOXA9-promoteren 
ses der en tydelig overudtrykkelse af HOXA9 når promoteren har været udsat for CDX2, og 
det er således muligt at konkluderer at HOXA9 er påvirket af CDX2. Den egentlige relation 
til leukæmi er stadig ukendt, men interessant for videre forskning.  
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Abstract 
The purpose of this project is to develop an experiment in relation to a scientific problem. 
This project is based on a biological experiment that examines the relation between the 
HOXA9-gene, which is a regulatory gene during embryogenesis, and the transcription factor 
CDX2. Studies have shown that there is an overexpression of HOXA9 and CDX2 in people 
suffering from leukemia, especially acute myeloid leukemia and acute lymphoblastic leuke-
mia. Research has also shown that CDX2 is able to bind to the promoter for HOXA9. This 
project will examine the connection between the expression of HOXA9 and CDX2 in relation 
to leukemia. This is done by gathering knowledge on topics such as HOX-genes, CDX2 and 
leukemia while developing two different experiments. One experiment deals with the promot-
er for HOXA9 and CDX2 and the other deals with the actual HOXA9-gene. By creating a 
primer and thus extracting the DNA-sequence of interest, the desirable sequence will be put 
into separate plasmids using in-fusion cloning. The cloned plasmids will be put into mammal 
cells to look at the sequence’s expression. The HOXA9-promoter is exposed to CDX2 and the 
expression is then measured through luciferase, which the promoter is placed in front of. For 
the other experiment dealing with the HOXA9-gene, the purpose is to measure the expression 
of HOXA9 after they have been placed in human cells, to see if it is overexpressed on its own. 
These results can then be compared to the expression in the other experiment, but unfortu-
nately the last part was unsuccessful and there are no results from that experiment. For the 
experiment with the HOXA9-promoter, there is an obvious overexpression of HOXA9 when 
it has been exposed to CDX2 and it is consequently possible to conclude that the expression 
of HOXA9 is influenced by CDX2. The relation to leukemia is still unknown, but interesting 
for further research.  
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Indledning 
Ifølge tal fra Kræftens Bekæmpelse, var der i årene 2007-2011 gennemsnitligt 34.000 danske-
re, som hvert år fik stillet diagnosen kræft. Heraf rammes årligt omkring 200 patienter af Akut 
Myeloid Leukæmi, AML, og omkring 50 får stillet diagnosen Akut Lymfoblastisk Leukæmi, 
ALL. Disse tal virker måske i sig selv ikke så skræmmende, men studier viser at kun 1/3 af 
patienter, som får stillet diagnosen Akut Myeloid Leukæmi rent faktisk bliver helbredt (Stone, 
et al., 2004). Denne høje dødelighed skyldes blandt andet en stadig manglende forståelse for 
akut leukæmi, samtidig med at årsagen til sygdommen endnu ikke kendes med sikkerhed. 
Foreløbige forskningsresultater viser dog, at transskriptionsfaktoren* CDX2 binder sig til en 
gruppe gener kaldet HOX-gener, særligt HOXA9, som overudtrykkes i specielt AML og 
ALL. Det virker som om, at CDX2 binder til promotoren* for HOXA9, hvormed der observe-
res en høj ekspression af CDX2 og en samtidig høj koncentration af HOXA9 (Spiekermann, 
2007). Det vides dog ikke med sikkerhed, om der er en nærmere sammenhæng mellem HO-
XA9-genet og CDX2. Vi vil derfor klone HOXA9 og dens promotor med bindingssite* for 
CDX2, og se hvorledes HOXA9 niveauet bliver udtrykt. Dette vil vi gøre, da man ser et for-
højet ekspression af HOXA9-genet i patienter med ALL og AML. For at belyse og undersøge 
denne problemstilling, bruger vi den naturvidenskabelige metode, hvor vi opstiller et ekspe-
riment og gør brug af den hypotetisk-deduktive metode. På baggrund af de udførte forsøg kan 
vores hypotese derved enten falsi- eller verificeres. Vi vil i det teoretiske afsnit benytte os af 
primær litteratur i form af artikler og undersøgelser fra tidligere studier. 
 
Der tages i denne opgave udgangspunkt i, at man som læser, har en vis grundviden og interes-
se indenfor medicinalbiologi og biokemi. Der findes dog sidst i opgaven en ordliste, til forkla-
ring af de vigtigste begreber og fagtermer. Disse ord er markeret med (*). 
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Problemformulering 
Hvordan påvirker CDX2 HOXA9-genet, og hvilken sammenhæng har det til leukæmi? 
Problemstillinger 
 Hvad er karakteristisk for de to leukæmityper; AML & ALL? 
 Hvad er HOX-gener, og hvad er deres rolle? 
 Hvad er CDX2, og hvad er dets rolle i forhold til HOX-gener? 
 Hvad er sammenhængen mellem HOX-gener og leukæmi? 
Hypotese 
Vi forventer, at vi med vores forsøg, vil finde frem til at CDX2 kontrollerer udtrykket af HO-
XA9-genet, i form af en aktivering af promotoren. 
Semesterbindinger 
Semesterbindingen på 2. semester handler om samspil mellem teori, model, eksperiment og 
simulering i naturvidenskab. I vores projekt vil vi udarbejde et forsøg, som skal belyse sam-
menhængen mellem CDX2 og HOXA9 i relation til leukæmi. På baggrund af allerede kendt 
teori indenfor HOXA9, CDX2 og leukæmi, opstilles en hypotese og derfra udarbejdes en 
række forsøg, som udføres ved hjælp af eksperimentelle metoder. På baggrund af forsøgsre-
sultaterne vil vores hypotese derfra enten kunne falsi- eller verificeres. 
Dette vil forhåbentlig kunne bruges til videre forskning, blandt andet indenfor leukæmi 
 
Teori 
Leukæmi 
Hvert år rammes omkring 700 danskere af leukæmi. Leukæmi er en kræftform, hvor der sker 
celleforandringer i knoglemarven og blodets celler (Kræftens Bekæmpelse, 2008). Der findes 
overordnet fire hovedgrupper af leukæmi, alt efter hvor og hvordan sygdommen angriber: 
kronisk lymfoblastisk eller kronisk myeloide og akut lymfoblastisk eller akut myeloide. 
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Vi har grundet forskningsresultater, der 
viser høje udtryk af både HOXA9 og 
CDX2 i Akut myeloid leukæmi (AML) og 
Akut lymfoblastisk leukæmi (ALL), valgt 
at ligge vores fokus her (Armstrong et al., 
2002). Fælles for disse to former for leu-
kæmi er, at det er akutte sygdomme, og at 
antallet af syge celler i knoglemarven vok-
ser meget hurtigt. Sygdommen spredes 
derfor hurtigt til blodet og dermed resten af 
kroppen, f.eks. lever. I og med, at begge former for leukæmi er så aggressive, vil de uden be-
handling være dødelige for patienten.  
 
Kroppens immunforsvar bliver opretholdt og fungerer gennem lymfesystemet, som hovedsa-
geligt består af lymfocytter*. Lymfocytter er de celler, der udgør lymfevævet i kroppen, og er 
'en stor del af immunforsvaret. De opdeles i 3 forskellige hovedgrupper: T-celler*, B-celler* 
og NK-celler* (se figur 1), som hver især har deres individuelle opgave med hensyn til syg-
domsbekæmpelse. 
Udover lymfocytter, består blodet af myeloide celler, som ligeledes inddeles i 3 forskellige 
hovedgrupper: Røde blodceller, som transporterer ilten ud til kroppens celler, blodplader der 
forhindrer blødninger, og hvide blodlegemer, som er en del af immunforsvaret.  
 
Lymfocytterne og myeloblasterne* er et resultat af differentieringen af de stamceller, som 
findes i knoglemarven. Disse stamceller differentieres til nye blodceller, hvor de udvikles til 
enten lymfocytter eller myeloide celler. Hvis der under denne udvikling sker en ondartet cel-
leforandringer, kan dette lede til leukæmi (American Cancer Society (2), 2013). 
 
Akut Myeloid Leukæmi 
Akut myeloid leukæmi er ikke så udbredt, og kun 0,8 % af alle kræfttilfælde er AML (Leu-
kaemia Foundation, 2008). Den er kendetegnet ved en overproduktion af myeloideblaster, 
som er umodne hvide blodceller. Som konsekvens af de ondartede celleforandringer, der sker 
under udvikling af de myeloide stamceller, sker der en vækst af umodne og ikke funktionelle 
celler. Samtidig med at koncentrationen af AML-cellerne stiger, udkonkurrerer de også de 
 
Figur 1: Skematisk udvikling af blodets stamceller  
(Oolco Sundhed, 2009). 
HOXA9 og CDX2 i relation til leukæmi    d. 30.05.13 
Roskilde Universitet, Hus 14.1, Foråret 2013 
Vejleder: Steffen Jørgensen 
 
Kristina Berg, Mathilde Schmidt, Ninette Jensen, Sabrina Wielsøe & Sophie Tolstrup                                 7 
normale velfungerende celler (Löwenberg et al., 1999). Derfor kan kroppen ikke længere be-
kæmpe infektioner, blødninger eller modvirke angreb på organerne. De umodne celler er ikke 
i stand til at differentiere sig korrekt eller reagere hensigtsmæssigt på celleregulatorer, og 
sygdommen er derfor uden behandling meget livstruende (Estey et al., 2006). Den faktiske 
årsag til udvikling af AML er endnu meget uklar, men man ved dog, at AML kan opstå se-
kundært som bivirkning af radioaktivstråling og kemoterapi (Löwenberg et al., 1999). 
 
Akut Lymfoblastisk Leukæmi 
Akut lymfoblastisk leukæmi er en meget sjælden form for leukæmi, og den betegner kun om-
kring 0,3% af alle diagnosticerede kræftformer (Leukaemia Foundation, 2008). Lymfoblastisk 
betyder, at denne type af leukæmi dannes i tidlige stadier af lymfocytter. ALL udvikles i T-
lymfocytter/T-celler og B-lymfocytter/B-celler, og er karakteriseret ved, at den går ind og 
påvirker blodet og knoglemarven (American Cancer Society (1), 2013). ALL er medvirkende 
til en overproduktion af umodne hvide blodlegemer, som også kaldes leukæmiske stamceller 
eller lymfoblaster. Disse umodne blodceller hober sig op i knoglemarven, og er medvirkende 
til at knoglemarven ikke kan danne normale blodceller, hvormed kroppens normale blodceller 
vil blive fortrængt. De røde blodlegemer og blodplader vil ligeledes blive påvirket – de vil 
formindskes, og det kan resultere i lettere blødninger og blå mærker (Leukaemia Foundation, 
2008). Grunden til at disse blodceller er så farlige, skyldes at de er umodne, og de kan derfor 
ikke bekæmpe infektioner i kroppen (American Cancer Society (1), 2013). 
ALL kan forekomme i alle aldre, men ses oftest hos børn mellem 0 og 14 år. 60 % af alle 
ALL tilfælde forekommer hos børn (Leukaemia Foundation, 2008).  ALL er altså den mest 
almindelige leukæmiform blandt børn, men den er derimod den mest sjældne blandt voksne 
(American Cancer Society (1), 2013). 
 
Opsummerende viser vi nedenfor de vigtigste forskelle mellem AML og ALL: 
Tabel 1: Oversigt over de overordnede forskelle på ALL og AML 
 Akut Myoloid leukæmi (AML) Akut lymfoblastisk leukæmi (ALL) 
Hvilke celler 
dannes de i? 
AML dannes i de myoloide celler. De 
dannes i røde blodceller, blodplader og 
hvide blodlegemer. 
ALL dannes i lymfocytterne. De dannes 
i T-lymfocytter/celler og B-
lymfocytter/celler. 
Hvem rammes 
af denne syg-
dom? 
AML rammer typisk voksne. ALL rammer typisk børn i alderen 0-14. 
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HOX-gener 
HOX-gener er en samling af gener, som er involveret i udviklingen under fosterstadiet. Pro-
duktet af HOX-generne er proteiner, fungerende som transskriptionsfaktorer, der under fo-
sterudviklingen kontrollerer udviklingen af kropsplanen langs den anterior/posterior akse* 
(Gehring, 2007).  De er både direkte og indirekte regulerende (Carroll, 1995). Under embry-
onaludviklingen, vil der dannes segmenter der senere udvikles til egentlige kropsdele, og det 
er HOX-proteinernes rolle at tildele disse segmenter en kropslig identitet, for eksempel en 
arm eller en tå. HOX-proteinerne er ikke ansvarlige for at danne segmenterne eller udvikle 
dem til kropsdele, men kun at tillægge dem en identitet, også kaldet ’segmental identity’ 
(Carroll, 1995). Andre gener sørger for at den egentlige dannelse finder sted, hvilket sker når 
HOX-proteinerne binder sig til dem og derved enten aktiverer eller hæmmer deres udtryk (Ek-
lund, 2011).  
Gener der virker regulerende under 
fosterudviklingen, blev først opdaget i 
bananfluen Drosophila melanogaster, 
men er siden hen også fundet i andre 
dyr (Gehring, 2007). For dyr, der deler 
denne type af regulerende gener, er der 
for HOX-gener tre fælles faktorer, som 
også fremgår af figur 2 (Carroll, 
1995): 
 
 Deres organisation i gen-
komplekser, den måde 
hvorpå de er arrangeret i 
klynger på forskellige kro-
mosomer. 
 Generne optræder i samme 
række som de skal udtryk-
kes. De er grupperede langs 
anterior/posterior aksen, således at genet for munden er gen 1, og genet for vinger 
(i fluens tilfælde) er et sted i midten osv. Der er altså en sammenhæng mellem 
 
Figur 2: Mammale HOX-komplekserne sammenlignet med i 
fluen i forhold til forfædre. Her ses også hvor de forskellige 
gener udtrykkes i organismerne (Molecular Biology of the Cell, 
2002). 
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rækkefølgen af generne på kromosomet og hvor de udtrykkes i individet. Dette 
fænomen kaldes kolinearitet.  
 De består alle af en DNA-sekvens på 180 basepar, kodende for 60 aminosyrer. De 
omtales homeoboxen, og sikrer at proteinerne kan binde sig til DNA. Homeobo-
xen findes i alle typer gener, der har med reguleringen af anatomisk udvikling 
(morfogenese) at gøre (Carroll, 1995).  
 
I mennesket er HOX-generne inddelt i fire klynger; HOXA, -B, -C og –D, som også fremgår 
af figur 3. De forskellige HOX-klynger sidder på forskellige kromosomer, og omfatter op til 
11 forskellige gener hver (Carroll, 1995). HOXA sidder på kromosom 7, HOXB på 17, 
HOXC på 12 og HOXD sidder på kromosom 2. I løbet af embryogenesen* er HOX 1-4 ge-
nerne særligt udtrykt i hovedet, mens HOX 5-7 er i brystkassen og HOX 8-11 i maven og 
bækkenet (Eklund, 2011). Der er en større lighed mellem HOX-gener med ens nummer, selv-
om de er fra forskellige klynger, da de er bedre konserveret, sammenlignet med generne i 
samme klynge (Eklund, 2011). HOXA3 og HOXB3 er altså mere ens, end HOXC6 og 
HOXC7 selvom de sidder i samme klynge.  
 
Figur 3: Oversigt over de forskellige klynger af HOX-gener i mammale organismer. På figuren fremgår der også 
hvilke gener hvortil CDX2 kan binde sig. De er mærkeret med grønt, sammenlignet med dem hvortil CDX2 ikke 
binder sig, som er markeret med blå (Jesper Troelsen). 
 
HOXA9 
Homeobox A9, også kaldet HOXA9, er et gen der koder for HOXA9-proteinet. Genet sidder 
på kromosom nr. 7, og er det HOX-gen der bliver udtrykt i størst grad i hæmatopoietiske 
stamceller. Det bliver udtrykt i den tidlige hæmatopoietiske fase og nedreguleret ved differen-
tiering. HOX-gener overudtrykkes eller omarrangeres i forskellige eksperimentelle og huma-
ne former for leukæmi (Sitwala et al., 2008). HOXA9-proteinet fungerer yderligere som 
transskriptionsfaktor (Bandyopadhyay et al., 2007). 
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CDX 
Som nævnt tidligere, har HOX-gener stor betydning for udviklingen af organismer. Hvilke 
gener der er involveret i udtrykket af HOX-gener, har gennem forskning vist sig, blandt andet 
at være CDX familien (Béland et al., 2004). CDX familien består af CDX1, CDX2 og CDX4 
og disse er homeobox-transskriptionsfaktorer også kaldet parahox-gener.  
I den voksne organisme er CDX1 involveret i udviklingen af tarmvæv og differentiering af 
celler i tarmen. CDX2 og CDX4 er afgørende for differentiering og spredningen af de hæma-
topoietiske celler* i det embryonale stadie (McGinnis et al., 1992)(Davidson et al., 2003). I 
det tidlige embryonale stadie spiller CDX2 en stor rolle i udviklingen af tarmen (NCBI, 2013). 
I den voksne organisme regulerer CDX2, de gener i tarmkanalen som er involveret i celle-
vækst og differentiering, og er derved kun tarmspecifikt efter udviklingsstadiet.  Det vil sam-
tidig sige, at CDX2 ikke længere er involveret i differentiering og spredningen af hæmatopoi-
etiske celler. Som beskrevet er CDX2, i den voksne organisme, normalt ikke udtrykt i de hæ-
matopoietiske celler, det har dog vist sig, at der er et afvigende udtryk af CDX2 i patienter 
med akut leukæmi. Yderligere har det vist sig, at der er en sammenhæng mellem dette udtryk 
og udtrykket af HOX-gener i patienter med akut leukæmi. Hvorfor der ses et udtryk af CDX2 
i de hæmatopoietiske celler er endnu uvist (Rawat, 2008). Flere forskningsresultater, udført 
med mus, viser at der ved en tilsætning af CDX2 opreguleres udtrykket af flere HOX-gener, 
blandt andet HOXA9 og samtidig ses det af denne opregulering betyde at der ses en udvikling 
af leukæmi (Rawat, 2008). 
 
Sammenhæng mellem ALL og AML, HOXA9 og CDX2 
Forskning viser, at der i mange AML tilfælde er en overproduktion af HOXA9 (Armstrong et 
al., 2002), og samtidig viser andre studier, at denne misregulering yderligere forringer AML 
patientens chancer for helbredelse (Golub et al., 1999). 
Misregulering af HOXA9 resulterer i at HSC fastholdes i et tidligt stadie af deres differentie-
ring. Cellen er dog ikke i stand til at registre denne misregulering, og reproducerer sig selv til 
trods for celleforandringerne (Wang et al., 2005). 
Forsøg foretaget på universitetshospitalet i Ulm, Tyskland, viser at der hos 90 % af AML-
patienter, er observeret en tilstedeværelse af CDX2, udover den i forvejen høje koncentration 
af HOXA9. Det har dog ikke været muligt at finde tilstedeværelse af CDX2 i tilsvarende ra-
ske celler. Forsøget viser også en sammenhæng mellem CDX2-udtrykket og behandlingen af 
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leukæmi, således at patienter med et højt udtryk af CDX2, kræver flere behandlinger end pati-
enter med lavere CDX2-udtryk.  
Der er desuden observeret en større risiko for tilbagefald, hos patienter med et højt udtryk af 
CDX2. Man har derfor en formodning om, at et atypisk udtryk af CDX2 kan være medvir-
kende til udviklingen af AML (Scholl et al., 2007). 
 
I 2009 gik flere medicinske klinikker sammen, og lavede en undersøgelse om sammenhængen 
mellem ALL og udtrykket af CDX2. Undersøgelserne viste, at der hos 81 % af de voksne 
patienter med ALL, har været udtrykt CDX2. Derfor mener forskerne på klinikkerne altså, at 
et afvigende udtryk af CDX2 har en betydning for voksne patienter med ALL. Fælles for alle 
de positive CDX2-tilfælde var, at der var fundet udtryk af HOX-gener. Dog viste forskningen 
ikke nogen sammenhæng mellem CDX2 og HOX-generne. De fundne HOX-gener inkluderer 
HOXA7 og HOXA9 (Thoene et al., 2009). En anden undersøgelse viste, at der var fundet et 
afvigende udtryk af HOX-gener i ALL, og også her var der forhøjet udtryk af CDX2 (Riedt et 
al., 2009).  
 
Forskningen viste derudover, at personer med forhøjet CDX2 udtryk, havde en større døde-
lighed over en bestemt tidsperiode, end personer med lavere CDX2-udtryk. Dette skyldtes, at 
behandlingsresultaterne var dårligere hos patienter med forhøjet CDX2-udtryk. En undersø-
gelse foretaget to år efter diagnosticering viste, at hele 86 % af leukæmipatienterne med et 
lavt udtryk af CDX2 år havde overlevet, hvorimod kun 52 % af patienterne med højt udtryk af 
CDX2 havde overlevet (Thoene et al., 2009). 
 
Forskningen viser altså, at der både i AML og ALL er et forhøjet udtryk af CDX2, og en 
overproduktion af HOXA9-genet i patienter med leukæmi i forhold til raske individer. Dog er 
der ingen, der har undersøgt, om der er en direkte sammenhæng mellem CDX2 og HOXA9.  
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Forsøgsmetoder 
ChIP-sequencing 
ChIP-sequencing, Chromatin Immunoprecipitation sekventering, er en metode hvormed man 
kan analysere proteiners interaktioner med DNA. Dette foregår overordnet set i 2 trin; en 
fældning af den specifikke DNA-sekvens, hvortil det undersøgte protein binder, og efterføl-
gende sekventering af DNA-sekvensen. I første trin sker der en krydsbinding mellem protei-
net og DNA’et. Til dette formål bruges formaldehyd, som danner en reversibel binding mel-
lem disse, og dette sikrer, at disse to forbliver sammen i den efterfølgende sonikering. Inden 
sonikering lyseres cellerne, og dermed er det krydsbundne protein og DNA ikke længere en 
del af cellen. Ved centrifugering kan cellerester og andet uopløseligt materiale adskilles fra 
det undersøgte DNA, som vil befinde sig i væskefasen. Sonikering er en metode, hvor man 
ved hjælp restriktionsen-
zymer*, klipper DNA i 
mindre stykker. Derefter 
tilsættes et specifikt anti-
stof der bindes til protei-
net som interagerer med 
DNA-strengen. På denne 
måde bundfældes det 
ønskede protein og tilhø-
rende DNA-streng, og 
DNA-sekvensen kan be-
stemmes (Cold Spring 
Harbor, 2013).  
 
 
I dette projekt er det interessante hvilken relation der er mellem HOXA9 og CDX2. Studier 
hvori ChiP-seq er foretaget, viser at CDX2 binder til promotoren af HOXA9 og kun meget 
svagt til selve HOXA9-genet, se figur 4 (Boyd et al., 2010). Vi har derfor valgt at foretage 
separate forsøg med promotoren og HOXA9, for at undersøge om CDX2 spiller en rolle i 
forhold til de bindinger som findes til promotoren. 
 
 
Figur 4: Chip-sequence viser samlet overblik fra 3 individuelle studier  
over CDX2 binding til DNA ved og omkring HOXA9. Antallet af sorte  
prikker indikerer hvor mange af samme DNA-sekvens, der er fundet  
med binding til CDX2. Mange prikker indikerer altså en kraftig  
binding mellem CDX2 og DNA-sekvensen. Det ses derfor CDX2  
binder bedst lige før start af HOXA9 genet – altså til promotoren 
(Boyd et al., 2010). 
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Design af Primer 
En primer er et kort DNA-stykke, designet til  at sætte 
sig på et udvalgt sted på det enkeltstrengede DNA, og 
kopiere strengen ved hjælp af enzymet DNA-
polymerase*. Formålet med primere er at opsamle en 
ønsket DNA-sekvens fra det originale DNA. Da DNA 
er dobbeltstrenget, er det nødvendigt med to primere, 
som hver især kan løbe fra 5’- til 3’ enden (se figur 5). 
 
For at en primer virker mest optimalt skal følgende 
kriterier opfyldes:  
 Længden af primerne skal ligge mellem 18-
23 basesekvenser. 
 Smeltetemperaturen (Tm) skal ligge mellem 52-72˚C (En høj koncentration af G og 
C vil medføre et højere Tm, da der kræves mere energi for at bryde bindingen mel-
lem de to DNA strenge, da disse har 3 hydrogenbindinger mellem sig, modsat A 
og T som kun sammenholdes af 2 hydrogenbindinger). 
 Der må højest være 5˚C forskel på smeltepunktet af de to primere. 
 Smeltepunktet udregnes efter følgende formel Tm = 2*[A+T]+4*[G+C]. 
 G-C (Guanin og Cytosin) koncentrationen skal ligge mellem 40-60 %, dette skyl-
des, at energibehovet ved DNA denaturering stiger i takt med G-C koncentratio-
nen. 
 Primerne må ikke have over 3 ens baser i træk, da dette vil gøre dem mindre speci-
fikke, og risikoen for at de passer andre steder i genomet, end det ønskede sted er 
derfor større. 
 Primerne må ikke have mere end 3 G eller C baser i 3’ enden. 
 
Ved hjælp af et hertil designet program og tilhørende genomisk DNA-database testes primer-
nes specifikation, og basesekvensen bliver således holdt op imod det genomiske DNA, for at 
tjekke hvor stor sandsynlighed der er for sammenfald andre steder i genomet. Herefter er 
basesekvensen for de to primere sendt til et firma, som fremstiller primerne ud fra den udvalg-
te sekvens (Premier Biosoft, 2013).  
 
Figur 5: På billedet ses hvorledes en primer  
binder til DNA, hvorefter DNA-polymerasen  
sættes fast og kopier (Abpi, 2013). 
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PCR 
Polymerase Chain Reaction, PCR, er en metode der benyttes til at forøge en mængde af DNA 
(Nelson et al., 2013). Metoden er en cyklus der medfører en kædereaktion, der producerer 
identiske DNA-molekyler (Reece, 2011). Reaktionen foregår over tre trin (figur 6): 
 Denaturering af DNA 
 Anneal (fastsætning) af primere 
 Primerforlængelse 
 
Til reaktionen skal der bruges fire komponenter: DNA, primere der 
passer til det stykke DNA man vil opformere, deoxynucleosi-
detriphosphates; dNTPs (nukleotider) og DNA-polymerase (Nelson 
et al., 2013). Primerne er særligt designet, således at de er komple-
mentære til det stykke DNA man er interesseret i at opformere, og 
vil derfor binde sig til det ønskede stykke DNA. dNTP bruges som 
byggeklodser til at gendanne det dobbeltstrengede DNA, hvilket 
sker ved hjælp af enzymet DNA-polymerase. Dette enzym er sær-
ligt udvalgt på grund af dets evne til at fungere stabilt i varme mil-
jøer.  
Alle komponenter blandes, hvorefter opløsningen opvarmes for at 
denaturere DNA’et, således at de to DNA-strenge adskilles, step 2 
på figur 6. Herefter afkøles prøven for at primerne kan binde sig til 
DNA-strengen, så der kan gendannes dobbeltstrenget identisk 
DNA. Koncentrationen af primere skal helst være højere end kon-
centrationen af DNA, da dette vil sikre at primerne binder sig til 
DNA’et. Hvis koncentrationen af DNA er højere, vil de to DNA-
strenge danne nye hydrogenbindinger og binde sig til hinanden på ny (Nelson et al., 2013).  
Det dobbeltstrengede DNA dannes ved at enzymet DNA-polymerase sætter dNTPs (nukleoti-
derne) på i forlængelse af primerne i 5’ til 3’ retningen (Reece, 2011). Således dannes der nyt 
dobbeltstrenget DNA, der er identisk med det oprindelige DNA-stykke.. Denne proces genta-
ges fra begyndelsen med nedkølingen, og forsætter så indtil man har den ønskede mængde 
DNA. Til allersidst har polymerasen, hvis nødvendigt, mulighed for at foretage eventuelle 
reparationer. Hver cyklus forøger mængden af DNA med en faktor 2 (Nelson et al., 2013). 
 
Figur 6: En trinvis oversigt  
over de forskellige  
procedurer i PCR 
(Den Store Danske, 2009). 
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Gelelektroforese 
 Gelelektroforese er en metode, der bruges til at 
adskille forskellige DNA-fragmenter eller protei-
ner i en gel. Metoden kan bruges til at finde stør-
relsen af basepar i forskellige DNA-fragmenter 
(Reece et al., 2011). Gelelektroforese går ud på, 
at man tilsætter DNA-fragmenter til små brønde i 
en gel, hvorefter der sættes strøm til. Strømstyr-
ken afhænger af, hvor stor gelen er, således at 
den ikke bliver for varm under analysen og der-
med smelter. Når strømmen er sat til, vil de for-
skellige DNA-fragmenter vandre ned igennem 
gelen, på grund af det elektriske spændingsfelt 
som spænder over gelen. DNA-fragmenterne 
tilsættes i de små brønde ved den negative pol, 
og da DNA-molekyler er negativt ladet, på grund 
af deres fosfatgruppe, vil fragmenterne vandre 
mod den positive 
ende af gelen. De mindre DNA-fragmenter vil løbe hurtigere 
igennem gelen end de større fragmenter, da gelen indeholder 
nogle mikroskopiske fibre, som gør det sværere for større 
fragmenter at vandre igennem. Figur 7 viser grundprincip-
perne i gelelektroforese (Reece et al., 2011). 
 
Efter man har anvendt gelelektroforese, kan man bestemme 
størrelsen af basepar ved hjælp af en DNA-markør. DNA-
markøren indeholder basepar med kendte størrelser, og derfor 
bruges DNA-markøren til at sammenligne størrelsen af base-
parrene i DNA-opløsninger. Figur 8 viser DNA-markøren 
GeneRuler 1kb Plus og størrelserne på de kendte basepar. 
 
 
 
 
Figur 7: 7.1 viser hvordan DNA-fragtmenter tilsæt-
tes til brøndene i gelen. 7.2 viser den elektriske  
spændingsforskel der adskiller DNA’et. De mindste  
DNA-fragmenter er dem, der er tættest på den 
positive pol, og de største fragmenter er dem, der er 
længere væk fra den positive pol  
(Biotech Academy, 2011). 
 
Figur 8: Oversigt over baseparene 
på den DNA markør der anvendes til 
forsøg med gelelektoforese (Thermo 
Scientific, 2011). 
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In-fusion kloning 
Kloning gør, at man i relevante tilfælde kan udtrykke og forstærke et bestemt gen eller DNA-
fragment, og derved undersøge det yderligere. In-fusion kloning er en hurtig kloningsmetode 
som er designet til at kunne klone ét eller flere gener ind i en hvilken som helst vektor*, ofte 
et plasmid*, hvilket gør det meget tidsbesparende (Clontech, 2013). 
 
Inden in-fusion kloningen kan igangsættes, skal der designes primere, for det gen man er inte-
resseret i. Primerne designes som beskrevet i afsnittet Design af Primer. For at indsætte det 
valgte gen i et plasmid, klippes plasmidet ved hjælp af restriktionsenzymer. Som man kan se 
på figur 9, skaber klipningen uparrede strenge i vektoren kaldet ”sticky ends”*. Disse skal 
være komplimentære til de ”sticky ends” der forekommer på genet, således at genet kan bin-
des til vektoren (Li et al., 2011). Når genet og vektor er kombineret indsættes det klonede 
plasmid i E.Coli bakterier, og bakterierne udplades på agarplader med ampicilin. (Westburg, 
2013). I vektoren forekommer der, udover det klonede gen, også et gen som gør bakterien 
restistente overfor ampicilin. På denne måde sikres det, at det kun er bakterier, som har opta-
get det klonede plasmid, der kan overleve på agarpladerne (Clontech, 2013). 
 
Fordelene ved in-fusion kloning i forhold til andre kloningsmetoder er først og fremmest, at 
protokollen er meget kortere. In-fusion kloning er altså en meget hurtigere proces, uden fare 
for sub-kloning*, da man har mulighed for at indsætte sit gen hvor som helst i den linearise-
rede vektor. Metoden har op til 95 % kloningseffektivitet, og man har derved meget stor 
chance for at kloningen lykkes allerede i første forsøg (Westburg, 2013). 
 
Figur 9: Protokollen for in-fusion cloning. Figuren viser de basale principper bag in-fusion kloning metoden.  
Figuren er modificeret (Takara, 2013). 
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Indsættelse af plasmid i bakterier 
Metoden, hvorved man indsætter et plasmid i en bakterie, kaldes transformation. Transforma-
tion betyder, at en bakterie optager et fremmed DNA-molekyle, hvorefter det fremmede DNA 
bliver indlejret i cytoplasmaet som et selvstændigt DNA-fragment. Escherichia Coli bakterier 
bliver ofte anvendt i transformation, og for at et fremmed plasmid kan blive indsat i en E. Coli 
bakterie, skal E. Coli bakterierne gøres kompetente, da de så kan optage DNA-molekyler. E. 
Coli bakterier gøres kompetente ved behandling med kloridsalte af calcium Ca
2+
, samt med 
temperaturændringer. 
 
Når man opvarmer opløsningen med E. Coli bakterier og det fremmede plasmid, ved et så-
kaldt ”heat chok”, ændres strukturen og permeabiliteten af cellemembranen, således at DNA-
molekylerne kan passere over membranen og ind i bakteriecellen. Efter ”heat chok” nedkøles 
opløsningen med bakterierne og plasmidet. Når E. Coli bakterierne bliver nedkølet ændres 
strukturen og permeabili-
teten af cellemembranen 
igen, således at DNA-
molekylerne ikke kan 
passere ud over celle-
membranen igen. Man 
kan altså sige, at bakteri-
erne ”åbner” sig ved var-
me og ”lukker” sig ved 
kulde (Eastern Connecti-
cut State University). 
Denne proces fremgår af 
figur 10. 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 10: Figuren viser, hvorledes plasmid DNA bliver indsat i bakterier. Når 
bakterierne bliver udsat for ”heat chok” ændres strukturen af cellemembranen, 
og bakterien åbnes, så DNA-molekylerne kan passere over membranen og ind i 
cellen. Inde i cellen bliver DNA’et indlejret i cytoplasmaet. Ved nedkøling ændres 
strukturen af cellemembranen tilbage til udgangspunktet, således at plasmid 
DNA’et ikke kan bevæge sig ud af bakterien igen (Mûller et al., 2008). 
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Indsættelse af plasmid i mammale celler 
Metoden, hvorved man indsætter et plasmid i mammale celler, kaldes transfektion. Transfek-
tion betyder, at der introduceres fremmed DNA i mammale celler, hvor det ligger sig inde i 
cellekernen, som et selvstændigt DNA-fragment. Polyethylenimin (PEI) er ofte brugt i trans-
fektion, og metoden kaldes her for kemisk transfektion. PEI interagerer med DNA-
molekylerne således, at DNA’et kan blive optaget af de mammale celler ved endocytose 
(Horbinski et al., 2001).  Endocytose er en måde, hvorpå celler optager molekyler fra omgi-
velserne, ved at der dannes fordybninger i cellemembranen. Disse fordybninger omdannes til 
vesikler som bevæger sig ind i cellen (Den Store Danske, 2009). PEI og DNA-molekylerne 
bevæger sig også ved hjælp af vesikler ind til cellekernen, og efter 5 timer vil DNA’et blive 
udtrykt i cellen, dette fremgår af figur 11 (Horbinski et al., 2001). 
 
 
 
Sekventering 
DNA-sekventering er en metode, til at bestemme en sekvens af DNA, altså den præcise ræk-
kefølge af nukleotiderne; Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G), Cytosin (C), i DNA-
molekylet. Enzymatisk sekventering, også kaldet Sangerdideoxysekventering, er meget vel-
egnet til DNA-molekyler som er større end 100 nukleotider. Sanger-metoden bruges oftest, da 
det er blevet teknisk bevist, at denne metode er nemmere og hurtigere at anvende, end andre 
sekventeringsmetoder (About Biotech, 2013). DNA-sekventering kan anvendes til at bestem-
me sekvensen af individuelle gener, som i vores tilfælde er HOXA9-genet og HOXA9-
promotoren.   
Figur 11: Figuren viser, hvorledes endocytose fungerer. De mammale celler optager plasmidet ved at danne et 
hulrum i cellemembranen. Hulrummet bliver til en vesikel*, der bevæger sig ind i kernen, hvor DNA’et lægger 
sig. Stoffet Polyethylenimin (PEI) er skyld i, at plasmidet kan optages af cellerne (Natuurinformatie/de cel, 2006). 
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For at kunne sekventere en DNA-sekvens, dannes der 4 opløsninger som hver indeholder: 
DNA’et, som skal undersøges, DNA-polymerase og nukleotider. Den første opløsning inde-
holder dog ddATP i steder for Adenin, den anden ddTTP i stedet for Thymin, den tredje 
ddGTP i stedet for Guanin, og endeligt indeholder den fjerde ddCTP i stedet for Cytosin. 
ddNTP er modificeret nukleotider således, at de på det tredje carbonatom er bundet til et hy-
drogenatom, og ikke en hydroxylgruppe som almindelige nukleotider. Denne modificering 
gør, at ddNTP er ude af stand til at binde til andre nukleotider, og dermed kan DNA-
polymerasen ikke fortsætte kopieringen af DNA-sekvensen, når der først er tilsat et ddNTP. 
Dette skyldes at ddNTP, på grund af den manglende hydroxylgruppe, ikke kan danne fosfo-
diesterbinding til nye nukleotider i DNA-sekvensen.  
I opløsning med ddATP stoppes kopiering de steder hvor Adenin optræder. Tilsvarende sker i 
opløsningerne med ddTTP, ddGTP og ddCTP, dog stoppes kopieringen ved henholdsvis 
Thymin, Guanin og Cytosin. Dette gør at DNA-fragmenterne har forskellige størrelser, og de 
vil derfor kunne blive adskilt på en gel. På gelen laves der brønde med ddATP, ddTTP, 
ddGTP og ddCTP. Ud fra 
denne gel kan DNA-
sekvensen aflæses. Det mind-
ste DNA-fragment på gelen 
vil på denne måde svare til det 
første nukleotid i DNA-
sekvensen, det andet mindste 
til det andet nukleotid og så 
fremdeles. De fragmenter der 
ligger i ddATP brønden læses 
som A, dem i ddTTP brønden 
som T og så videre. (Se figur 
12)  
Moderne metoder af sekvente-
ring bruger fluorescerende 
ddNTP i fire forskellige farver 
som kan analyseres af en 
computer (Perspektiv, 2006). 
 
Figur 12: På 12.a ses den dobbeltstrenget DNA-sekvens. DNA-sekvensen 
denatureres ved opvarmning. 12.b viser hvordan DNA-polymerasen kopie-
rer den enkeltstrenget DNA-sekvens. I 12.c tilsættes ddTTP, ddCTP, 
ddATP og ddGTP som stopper kopieringen. I 12.d vises gelen, hvor de 
nydannede DNA-fragmenter køres, og DNA-sekvensen kan dermed aflæses 
ud fra fragmenternes størrelse og placering (Perspektiv, 2006). 
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Forsøg 
Fra tidligere forskning ved vi, at CDX2 binder sig til promotoren for HOXA9-genet, og vi vil 
derfor teste om dette har nogen indflydelse på udtrykket af HOXA9-genet (Boyd et al. 2009).  
For at vi kan undersøge dette, udarbejdes der to forsøg. De to forsøg har samme grundprin-
cipper og fremgangsmåde, men adskiller sig ved, at vi i det ene forsøg kloner promotoren for 
HOXA9-genet, med bindingssite for CDX2, over i plasmidet PGL4.10. HOXA9-promotoren 
skal i dette plasmid fungere som promotor for luciferase*. CDX2 vil således øge udtrykket af 
luciferase, hvis det fungerer som transskriptionsfaktor for HOXA9-genet. 
 
I det andet forsøg klones selve 
HOXA9-genet over i plasmidet 
pHIV-dTOMATO. Der måles 
efterfølgende på udtrykket af 
HOXA9-genet, og dets indflydel-
se på ”target” gener*. De to for-
skellige plasmider der skal laves, 
fremgår af figur 13. 
 
 
Før start af forsøget, designes primere. De designede primere var længere end 23 basepar, da 
de også indeholdte ”sticky ends”. Der undersøges derfor i forsøget om disse fungerer. Det kan 
give problemer under PCR, da ”sticky ends” ikke vil være bundet til nogen DNA-streng.  
 
Basesekvensen for primerne til HOXA9-promotoren: 
De store bogstaver er ”sticky ends” som er komplementære til plasmidet, og de små bogstaver 
er gensekvensen for promotoren: 
Forward: 5´-CTCGGCGGCCAAGCTcgtccagcagaacaataacgc-´3 
Reverse: 5´-CCGGATTGCCAAGCTgggagtttccttccaattaacgg-´3 
 
 
 
 
 
Figur 13: Oversigt over de plasmider der skal designes til forsøgene. Til 
venstre ses plasmidet hvori promoteren for HOXA9 skal klones ind 
således, at det står som promoter for luciferase, Til højre ses plasmidet 
til forsøget med HOXA9-genet, hvori selve HOXA9-genet skal klones ind 
(Udarbejdet i gruppen). 
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Basesekvensen for primerne til HOXA9-genet: 
De store bogstaver er ”sticky-ends” som er komplementære til plasmidet, og de små bogstaver 
er gensekvensen for selve HOXA9-genet: 
Forward:  5´-CCGCTGAACTGAATTgcagtttcataatttccgtggg-´3 
Reverse: 5´-TAACGTCGATGAATTtcactcgtcttttgctcggtc-´3 
 
Første trin i selve forsøget var PCR, hvilket kørtes på det genomiske DNA ved forskellige 
temperaturer for at finde den temperatur, hvor DNA-opformeringen var bedst. 
(I bilag nr. 1 kan samtlige protokoller for forsøgene ses.)   
PCR’en bestod af 3 stadier, hver med forskellige tidsperioder og temperaturer:   
Stadie 1: Køres ved 98 °C i 30 sekunder. 
Stadie 2: Dette stadie gentages 35 gange.  
Først holdes temperaturen på 98 °C i 10 sekunder.  
Dernæst sænkes temperaturen til 54-64 °C i 30 sekunder (intervallet bruges til at finde den 
mest optimale temperatur for primerne)  
Til sidst øges temperaturen til 72 °C i 30 sekunder 
Stadie 3: Her fastholdes temperaturen ved 72 °C i 7 min.  
Til sidst sænkes temperaturen til 4ᵒC. Figur 14, viser, hvorledes temperaturen svinger i de 
forskellige stadier.  
 
Figur 14: En graf over de forskellige stadier og deres tilhørende temperaturer, brugt under PCR.  
1. stadie: 98 °C i 30 sekunder – denaturering af DNA 
2. stadie: 98 °C i 10 sekunder – denaturering af opformeret DNA 
               54-64 °C i 30 sekunder – primer fastsættes på DNA-strenge 
               72 °C i 30 sekunder – DNA-polymerase kopier DNA-streng 
3. stadie: 72 °C i 7min – DNA-polymerase retter eventuelle fejl  
(Udarbejdet i gruppen). 
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Efter PCR tjekkes der om primerne har fungeret som de skulle, og hvilken temperatur de har 
fungeret bedst ved. Dette gøres ved hjælp af gelelektroforese. 
Efter opformering af de ønskede DNA-sekvenser (HOXA9-promotoren og HOX9-genet), 
skulle disse indsættes i hver deres vektor. Promotoren for HOXA9 skulle indsættes i plasmi-
det PGL4.10, ved at klippe plasmidet med restriktionsenzymet HindIII. Dette enzym klippede 
lige før luciferase. 
HOXA9-genet indsættes i plasmidet pHIV-dTOMATO, hvor vi klippede med restriktionsen-
zymet EcoRI.  
 
Efter kloningen, klippes der igen med nøje udvalgte restriktionsenzymer, for at tjekke om 
kloningen har været succesfuld. Hertil bruges igen gelelektroforese. I plasmidet med HO-
XA9-promotoren klippes der med restriktionsenzymet SacI, og i plasmidet med HOXA9-
genet klippes der med SmaI. Restriktionsenzymerne klippede to steder i plasmiderne, hvoraf 
det ene sted var i den indsatte gensekvens. Hvis båndene på gelen passede til vores beregnede 
baseparstørrelser, var kloning lykkedes. Figur 15 & 16 viser de to plasmider PGL4.10 (med 
HOXA9-promotoren) og pHIV-dTOMATO (med HOXA9-genet), og hvor restriktionsenzy-
merne SacI og SmaI har klippet.  
 
 
Figur 15: PGL4.10, med HOXA9-promotor indsat. 
Plasmidet viser, hvor HOXA9-promotoren er indsat, og 
hvor restriktionsenzymet SacI klipper  
(Lavet af gruppen). 
 
Figur 16: pHIVplasmidet med HOXA9-genet ind-
sat.Plasmidet viser, hvor HOXA9-genet er indsat, og 
hvor restriktionsenzymet SmaI klipper  
(Lavet af gruppen) . 
 
Når kloningen er lykkedes, kan det klonede plasmid indsættes i E. Coli bakterier, som udpla-
des på agarplader. Herefter kunne vi overføre en enkelt bakteriekoloni, med det klonede 
plasmid, til et LB medium med ampicillin, hvor bakteriekolonien voksede og dermed opfor-
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merede plasmidet. Ampicillin tilsættes for at sikre sig, at det udelukkende var bakterier med 
det klonede plasmid, som levede i mediet, da disse ved optagelse af plasmidet var blevet am-
picilin resistente. Da bakterierne udelukkende fungerede som redskab til at opformere det 
klonede plasmid, lyseres de således at plasmidet kan oprenses. Denne metode kaldes mini-
prep. 
 
Efter oprensning af plasmidet, klippes der med før nævnte restriktionsenzymer, hvorefter de 
klippede fragmenter køres på en gel. Ud fra gelen afgøres det om det var de rigtige plasmider, 
vi havde opformeret. Hele denne proces, med indsættelse i bakterier og oprensning af plasmi-
det, gentages men dog i større mængder (maxi-prep), således at plasmidet endnu engang blev 
opformeret. Når klipningen har sikret, at vi havde med det rette plasmid at gøre, skal plasmi-
det indsættes i mammale celler. De mammale celler lå i små brønde, hvortil vi tilsatte vores 
prøver. Herefter adskilte de to forsøg sig fra hinanden.   
 
I forsøget med HOXA9-promotoren tilsættes plasmidet til to forskellige cellelinjer, Caco-2 og 
SW480. Fælles for disse to cellelinjer er, at de begge stammer fra den menneskelige tarm, og 
er taget fra en patient med endetarmskræft. Grunden til at netop disse celletyper er valgt, 
skyldes deres naturlige evne til at udtrykke CDX2, og ydereligere at Caco-2 cellerne naturligt 
har et højere udtryk af CDX2 end SW480 cellerne. Dermed fås en dobbeltbestemmelse af, 
hvorledes CDX2 påvirker HOXA9-promotoren. 
 
Her fremstilles opløsninger af følgende (mængdeforhold fremgår af bilag 1(transfektion): 
- Ønsket DNA-sekvens (klonet plasmid, CDX2 eller pHIVgreen) 
- Lac Z (dette gen bruges til at normalisere resultatet senere) 
- SK+ (dette plasmid var udelukkende et fylde plasmid, da man ved, at transfektion sker 
bedst med en præcis mængde DNA) 
- PEI25 (dette stof sørgede for, at cellerne optog den fremstillede DNA-opløsning) 
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Disse opløsninger med forskelligt DNA tilsættes til de to cellelinjer, således at der forekom 
celler med:  
- Plasmid (PGL4.10) 
- Klonet plasmid (PGL4.10 med HOXA9-promotor) 
- Plasmid (PGL4.10) og CDX2 (pHIV-dTOMATO med CDX2) 
- Klonet plasmid (PGL4.10 med promotor) og CDX2 (pHIV-dTOMATO med CDX2) 
- Plasmid med fluorescerende gen som kontrol for transfektionen (pHIVZsgreen) 
 
Når cellerne havde stået i varmeskab ved 37 °C med 5 % CO2 i to dage, kunne der, ved hjælp 
af et fluorescens mikroskop, tjekkes hvorvidt cellerne havde optaget plasmidet. Hvis plasmi-
det var indsat i cellerne, ville cellerne blive aflange og sætte sig fast i bunden af brønden. 
Desuden ville cellerne med det fluorescerende gen begynde at lyse grønt, mens cellerne med 
CDX2 ville lyse rødt.   
 
I forsøget med selve HOXA9-genet, tilsættes det klonede plasmid på lige vis, til den mamma-
le cellelinje Caco-2. Her kunne vi også, ved hjælp af et fluorescens mikroskop, tjekke om 
cellerne havde optaget plasmidet. Cellerne ville her lyse rødt. 
 
Til sidst i forsøget sendes de klonede plasmider til sekventering, for igen at tjekke om klonin-
gerne var succesfulde.  
HOXA9 og CDX2 i relation til leukæmi    d. 30.05.13 
Roskilde Universitet, Hus 14.1, Foråret 2013 
Vejleder: Steffen Jørgensen 
 
Kristina Berg, Mathilde Schmidt, Ninette Jensen, Sabrina Wielsøe & Sophie Tolstrup                                 25 
Resultater 
Vores forsøg bestod af flere delforsøg, og de løbende resultater har hele tiden fungeret som en 
kontrol, til at sikre os, at vi kunne gå videre til næste delforsøg. 
 
HOXA9-promotor 
 I forsøget med HOXA9-
promotoren, fandt vi den 
mest optimale temperatur 
til opformeringen af vo-
res DNA-sekvens, og 
størrelsen på DNA-
stykkerne eftertjekkes her 
via gelelektroforese.  
I HOXA9-promotoren 
skulle DNA-stykkerne 
være 1423 basepar (bp). På gelen sås det, at båndene var cirka 1500 bp og mest tydelige ved 
64 °C. Denne temperatur vurderes derfor som værende den mest optimale. Figur 17 viser ge-
len, hvorpå man kan se, at der ved 64°C var det tydeligste bånd.   
 
Efter en succesfuld opformering af HOXA9-promotoren, skulle denne klones. Der klippes 
som sagt med restriktionsenzymet SacI. DNA-stykkerne, der forventes at ses på gelen, havde 
størrelserne 575 bp og 5100 bp.  
 
Ud fra denne gel, se figur 18, 
kunne vi se, at der var to DNA-
stykker ved alle prøverne, und-
tagen ved prøve nummer 8 fra 
venstre. For at tjekke om disse 
DNA-stykker passede med de 
beregnede størrelser, brugte vi 
en DNA-markør for vores  
 
Figur 17: Gelen fra PCR med HOXA9-promotoren. Markeret i ringen ses DNA-
fragmenterne med ”sticky ends” til plasmidet PGL4.10 ved 62 °C og 64 °C. Da 
båndet er tydeligst ved 64 °C vurderes det som den mest optimale temperatur. 
 
Figur 18: Gelen viser det klonede plamid klippet med SacI. Alle prøver 
undtagen en er forløbet succesfuldt. DNA-stykkerne efter klipning med 
restriktionsenzymet SacI er 575 basepar og 5100 basepar.   
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specifikke DNA. Dette gøres ved at sammenligne båndene, med DNA markøren med de 
kendte båndstørrelser. I Alle prøverne lå de øverste DNA-stykker mellem 5000 og 7000 bp, 
og de nederste DNA-stykker lå mellem 500 og 700 bp. Disse resultater stemte overens med 
vores ønskede størrelser på henholdsvis 575 bp og 5100 bp. Vi kunne altså ud fra dette gelbil-
lede konkludere, at plasmidet havde optaget HOXA9-promotoren ved alle prøverne, undtagen 
prøve 8, og dermed var kloningen succesfuld i næsten alle prøverne. 
 
Efter en succesfuld kloning skulle dette plasmid indsættes i mammale celler. I forsøget med 
HOXA9-promotoren lykkedes det, at indsætte plasmidet i de mammale celler. Dette sås ved, 
at cellerne lyste rødt i ultravioletlys. (Da mikroskopets kamera i forsøgsperioden var i stykker, 
har vi desværre ingen billeder af dette.) Da forsøget lykkedes, skulle der efterfølgende måles 
på luciferaseaktiviteten, som er et udtrykt for, hvor stor aktivitet promotoren havde ved tilfø-
jelse af CDX2. Derudover blev der målt på koncentrationen af beta-galactodase, hvilket bru-
ges til at normalisere luciferaseaktiviteten. De brugte cellelinjer Caco-2 og SW480 havde alle 
de fornødne faktorer til at udtrykke beta-galactodase, og koncentrationen var dermed et udtryk 
for, hvor god transfektionen af plasmidet havde været. 
 
På de næste 4 sider ses dataene fra to udførte forsøg med HOXA9-promotoren. Der vil efter-
følgende være en overordnet gennemgang af udregningerne. 
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Forsøg 1 med HOXA9-promotoren 
Tabel 2: Rådata fra første transfektion med HOXA9-promoteren. Tallene fortæller noget om aktiviteten af luciferase og β-galactodase i de to cellelinjer for de forskellige prø-
ver. 
Cellelinje  Luciferaseaktivitet β -gal aktivitet 
Caco-2 Plasmid 1 2 3 4 1 2 3 4 
PGL4.10 3.326 3.656 3.251 2.593 4.171.047 2.458.299 2.825.336 3.111.067 
PGL4.10 + HOXA prom  3.673 4.660 4.129 1.541 3.275.698 4.945.421 3.877.644 1.636.437 
PGL4.10 + CDX2 135.223 240.186 163.295 194.485 4.555.993 7.483.546 4.955.932 7.228.833 
PLG4.10 + HOXA9 prom + CDX2 32.538 104.373 46.468 83.492 1.690.437 5.210.284 2.768.229 5.039.211 
SW480 PGL4.10 5.153 4.369 5.717 4.181 3.908.998 4.419.818 4.892.038 4.338.026 
PGL4.10 + HOXA prom 2.199 2.588 2.456 2.115 4.729.862 5.817.846 4.806.485 5.017.419 
PGL4.10 + CDX2 16.583 18.534 22.813 26.361 2.606.808 3.128.481 3.346.559 3.942.822 
PLG4.10 + HOXA9 prom + CDX2 9.257 9206 7305 8.618 3.855.856 3.271.888 2.704.074 2.966.327 
 
Tabel 3: Oversigt over gennemsnittet af den relative luciferaseaktivitet samt standardafvigelse fra første transfektion med HOXA9-promoteren for de to cellelinjer. 
Cellelinje Promoter Gennemsnit af relativ  
luciferaseaktivitet 
Standardafvigelse 
 
 
Caco-2 
PGL4.10  1,0 0,3 
PGL4.10 + HOXA prom  1,0 0,1 
PGL4.10 + CDX2  28,5 2,5 
PLG4.10 + HOXA9 prom + CDX2  17,0 1,6 
 
 
SW480 
PGL4.10  1,0 0,2 
PGL4.10 + HOXA prom  0,4 0,0 
PGL4.10 + CDX2  6,0 0,4 
PLG4.10 + HOXA9 prom + CDX2  2,5 0,2 
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Figur 19: Graf over den gennemsnitlige luciferaseaktivitet. På x-aksen ses de forskellige prøver og på y-aksen ses opreguleringen af aktiviteten sammenlignet med PGL4.10 
prøven.  
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Forsøg 2 med HOXA9-promotoren 
Tabel 4: Oversigt over rådata fra andet transfektionsforsøg med HOXA9-promoteren. Her bruges en celletype, Caco-2, men andre opløsninger.  
 Luciferaseaktivitet β-gal aktivitet 
Plasmid 1 2 3 4 1 2 3 4 
PGL4.10 1.222 1.374 1.272 1.164 6.848.790 6.871.497 7.123.109 7.054.585 
PGL4.10 +HOXA9 Prom 1.163 1.281 1.150 1.426 6.683.764 6.206.491 6.270.513 7.192.163 
PGL4.10 + CDX2 135.223 25.932 28.948 30.249 1.0423.527 7.903.339 8.229.180 9.194.458 
PGL4.10 + HOXA9 prom + CDX2 21.933 15.094 26.137 18.092 6.138.006 5.664.027 7.753.243 6.391.916 
PGL4.10 + CDX3 22.084 34.270 27.236 24.804 6.221.058 8.493.603 7.807.819 7.020.787 
PGL4.10 + HOXA9 prom + CDX3 14.908 13.178 14.494 12.780 2.591.890 2.666.148 2.976.877 2.570.204 
 
Tabel 5: Oversigt over gennemsnittene af den relative luciferaseaktivitet for de forskellige prøver samt deres tilhørende standardafvigelse. 
Promoter Gennemsnit af relativ  
luciferaseaktivitet 
Standardafvigelse 
PGL4.10 1,0 0,1 
PGL4.10 HOXA9 Prom 1,1 0,1 
PGL4.10 + CDX2 18,6 0,7 
PGL4 HOXA9 prom + CDX2 17,2 2,4 
PGL4.10 + CDX3 20,2 1,4 
PGL4 HOXA9 prom + CDX3 28,4 2,3 
HOXA9 og CDX2 i relation til leukæmi    d. 30.05.13 
Roskilde Universitet, Hus 14.1, Foråret 2013 
Vejleder: Steffen Jørgensen 
 
Kristina Berg, Mathilde Schmidt, Ninette Jensen, Sabrina Wielsøe & Sophie Tolstrup                                 30 
 
Figur 20: Graf over gennemsnittene af den relative luciferaseaktivitet over de forskellige prøver. På x-aksen ses de forskellige prøver og på y-aksen ses opreguleringen af akti-
viteten sammenlignet med PGL4.10 prøven.  
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For at lette læsningen af ovenstående grafer, gives her et eksempel på hvorledes de vigtigste 
værdier er udregnet. Disse udregninger er lavet for PGL4.10 i Caco-2 i forsøg 1 HOXA9-
promotoren. (Det fulde ark med værdier og resultater for alle prøverne ses på bilag nr. 2.) 
For at finde den relative luciferaseaktivitet, divideres den målte værdi for luciferase i hver 
prøve, med den tilsvarende værdi for beta-galactodase: 
 
          
     
 
     
       
        
 
Dette udregnes for alle prøverne, hvorefter gennemsnittet for de tilsvarende prøver findes:  
 
                              
 
        
 
Denne værdi bruges som udgangspunkt, for alle andre prøver. Det vil sige, at alle andre vær-
dier holdes op mod denne. De respektive  
          
β    
 værdier divideres derfor med denne kon-
stant, og der findes så den gennemsnitlige relative luciferaseaktivitet, og tilhørende standard-
afvigelse. 
 
HOXA9-genet 
Ved hjælp af PCR fandt vi igen den mest op-
timale temperatur til opformering af vores 
DNA-sekvens, og efterfølgende har vi tjekket 
om DNA-stykkerne var den korrekte størrelse 
via gelelektroforese. HOXA9-genet har i alt en 
DNA-sekvens på 1910 bp. Der sås på gelen tre 
prøver med et fragment på cirka 2000 bp, den 
mest tydelige var ved 64 °C, derfor vurderes 
denne temperatur som den mest optimale. Fi-
gur 21 viser gelen.   
 
 
 
 
 
Figur 21: På gelen ses PCR med HOXA9-genet med 
”sticky ends” til pHIV-dTOMATO. 
Markeret i ringen er de tre temperaturer hvor DNA-
stykkerne med HOXA9 ses. Det tydeligst bånd ses ved 
64 °C, denne temperatur vurderes derfor som den mest 
optimale temperatur. 
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Som følge af, at vi succesfuldt havde opformeret vores DNA-sekvens, skulle denne klones. 
Der klippes efterfølgende med restriktionsenzymet SamI, for at tjekke om kloningen er kor-
rekt. DNA-stykkerne vi forventer at se på gelen, skal have en størrelse på henholdsvis 816 bp 
og 8777 bp. Figur 22 nedenfor viser gelen.  
Ud fra gelen kunne vi se, at 
der var to DNA-stykker ved 
prøve nr. 7 og nr. 10. For at 
tjekke om disse DNA-stykker 
passede med de beregnede 
størrelser, bruger vi igen 
DNA-markøren.  
 
 
 
I prøve nr. 7 og nr. 10, lå de øverste DNA-stykker mellem 7000 og 10000 bp, og de nederste 
DNA-stykker lå mellem 700 og 1000 bp. Disse resultater stemte overens med vores ønskede 
størrelser på 816 bp og 8777 bp. Vi kunne altså ud fra gelbilledet konkludere, at plasmidet 
havde optaget den valgte DNA-sekvens ved to af prøverne, og dermed var kloningen succes-
fuld i de to prøver.  
 
Nu skulle dette plasmid, på lige fod med det i forsøget med HOXA9-promoteren, indsættes i 
mammale celler. I forsøget med HOXA9-genet lykkedes dette dog ikke.  Hvis plasmidet hav-
de sat sig fast i cellerne, skulle cellerne lyse rødt, når man så på dem med et ultravioletlys, 
hvilket ikke var tilfældet. Da plasmidet ikke var indsat i cellerne, kunne der, på grund af tids-
pres, ikke arbejdes videre med forsøget. Det næste trin havde ellers været, at se på udtrykket 
af HOXA9-genet. Her ville vi se på, om HOXA9-genet ville blive overudtrykt i de mammale 
celler. Herefter skulle HOXA9-genet indsættes i andre mammale celler, hvor man kunne se 
på, hvilken effekt HOXA9-genet havde på ”target” gener. Dette kan ses ved at studere, hvad 
der sker med ”target” genets mRNA i cellerne.     
 
 
 
 
Figur 22: På denne gel ses DNA-stykkerne efter klipning med restriktionsen-
zymet SmaI. DNA-stykkerne er 816 basepar og 8777 basepar. Til videre 
forsøg bruges DNA-stykkerne markeret med ringe fra brønd nr. 7 og 10. 
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Sekventering 
Efter forsøgene sendte vi vores klonede plasmider med HOXA9-genet og HOXA9-
promotoren til sekventering. Vi kunne, ved hjælp af programmet BLAST (basics local align-
ment search tool), tjekke om vi rent faktisk havde klonet HOXA9-genet og HOXA9-
promotoren. BLAST er et program der sammenligner vores DNA-sekvens med den kendte 
DNA-sekvens for HOXA9-genet og HOXA9-promotoren. Ud fra BLAST kunne vi se, at der 
var to mismatchs, altså en afvigelse fra den kendte DNA-sekvens, i sekvensen for HOXA9-
promotoren. I DNA-sekvensen for HOXA9-genet var der et mismatch. Da der var så få 
mismatchs, ansås vores kloning for at være gennemført. Resultaterne af sekventeringen frem-
går for HOXA9-promoteren i bilag 3 og for de to prøver med HOXA9-genet i bilag 4.  
Diskussion og perspektivering 
Gennem vores litteratursøgning har vi set, at CDX2 kun er aktivt i de hæmatopoietiske celler i 
det tidlige embryonale stadie. Aktiviteten af CDX2 i den voksne organisme er tarmspecifikt 
og står for differentiering af celler i tarmen. Yderligere forskning har vist, at der i 90 % af 
AML og 81 % af ALL patienter ses et udtryk af CDX2 i leukæmicellerne (Scholl et al., 2007) 
og overudtrykkelse af HOXA9 (Huang et al., 2012). Det er dette forhøjede udtryk af CDX2 
og HOXA9 i leukæmi patienter der er interessant, især da CDX2 normalt ikke udtrykkes i de 
hæmatopoietiske celler i den voksne organisme. 
 
Forsøgene med HOXA9-promotoren: 
I vores første forsøg med HOXA9-promotoren, forekom der en ekstrem høj aktivitet af lucife-
rase i vores kontrol (prøven med PGL4.10 og CDX2) (se grafer under resultatafsnittet). Da 
det klonede plasmid med promotoren for HOXA9 ikke er i denne prøve, burde luciferase ikke 
være aktiveret, og vi valgte derfor at gentage forsøget, med den tanke at der eventuelt kunne 
have været byttet om på 2 prøver. Gentagelsen af forsøget med HOXA9-promotoren gav 
imidlertid samme resultat; en ekstrem høj luciferaseaktivitet i kontrollen. Da der er en syste-
matisk sammenhæng mellem dataene i de to forsøg med HOXA9-promoteren, slutter vi at det 
ikke er metoden hvormed forsøget er udført, som giver disse bemærkelsesværdige resultater - 
vi har senere erfaret, at tidligere forsøg lavet med præcis samme plasmidopløsning af 
PGL4.10 har givet lignende problemer (personlig kommunikation med professor Jesper Tro-
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elsen). Det kunne derfor tyde på at denne opløsning muligvis er blevet kontamineret med et 
ukendt plasmid som forstyrrer vores målinger. 
 
Det ideelle i denne situation ville uden tvivl være, at gentage hele forsøget med en ny opløs-
ning af PGL4.10, for på denne måde at påvise at kontamineringen har været skyld i disse 
mærkværdige data. Desværre har det grundet tidspres, ikke været muligt at gentage hele for-
søget. Da de to forsøg med promotoren gav samme resultater, og når vi ved at der har været 
problemer med den samme plasmidopløsning i tidligere forsøg, vælger vi, at se bort fra kon-
trollen med PGL4.10 og dens tilhørende overudtryk af CDX2. Fjernes disse data forekommer 
der et helt andet billede af, hvorledes CDX2 påvirker HOXA9-promotoren. 
 
Figur 23: Figuren, hvor de forskellige prøver ses på x-aksen og den relative light unit ses på y-aksen, viser at lucifera-
seaktiviteten stiger i begge celletyper når der tilsættes CDX2, i Caco-2 cellerne stiger aktiviteten 17 gange mens den i 
SW480 celler blot stiger 2,5 gang.  
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Figur 24: Figuren, hvor de forskellige prøver ses på x-aksen og den relative light unit ses på y-aksen, viser at lucifera-
seaktiviteten stiger både når der tilsættes CDX2 og CDX3 i Caco-2 celler. 
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På figur 23 og 24 ses den relative luciferase aktivitet i de to udførte forsøg med promotoren, 
men med den ændring i forhold til de viste grafer under resultat afsnittet, at kontrolprøverne 
med PGL4.10 og CDX2 ikke er medtaget her. Disse grafer er de resultater vi senere går ud 
fra, såfremt intet andet indikeres. 
 
Ved at sammenholde de målte værdier af den relative luciferaseaktivitet, kan vi se at der i 
begge forsøg, med promotoren for HOXA9 i Caco-2 celler, er hele 17 gange højere aktivitet 
af luciferase når CDX2 tilsættes. Aktiviteten i SW480 celler stiger derimod kun 2,5 gang.  
I forsøget med Caco-2 cellerne, ses der altså en højere aktivitet af luciferase efter tilsætning af 
CDX2, end der ses i SW480 cellerne. Dette kan blandt andet skyldes at induktionen af HO-
XA9-promotoren er væsentligt bedre i Caco-2 end i SW480 celler, eller at der i SW480 ikke 
forekommer de samme cofaktorer som i Caco-2.  
 
I forsøg 2 med HOXA9-promotoren testede vi også promotorens reaktion på CDX3. Her 
fandt vi at luciferaseaktiviteten blev 28 gange højere, når CDX3 blev tilsat i Caco-2 cellerne. 
Forskellen på CDX2 og CDX3 er ganske lille, den primære forskel er deres oprindelse. CDX2 
stammer fra mennesker, hvorimod CDX3 kommer fra hamstere. De menes at have samme 
opbygning, hvorfor de burde binde til den samme DNA-sekvens. Tidligere studier foretaget af 
Professor i medicinalbiologi Jesper Troelsen, Roskilde Universitet, har vist at CDX3 resulte-
rer i en kraftigere aktivering end CDX2, hvilket stemmer fint overens med vores resultater, da 
CDX3 viser en mere potent aktivering af HOXA9-promoteren (personlig kommunikation med 
professor Jesper Troelsen). 
 
Forsøgene med HOXA9-genet  
I forsøget med HOXA9-genet lykkedes det ikke, at indsætte det klonede gen i mammale cel-
ler. Dog fik vi et resultat med indsættelse af det tomme plasmid, som fungerede som kontrol, 
hvilket var bemærkelsesværdigt, da de to plasmidopløsninger blev fremstillet og behandlet 
helt ens. Derfor kan man undre sig over, hvorfor de mammale celler ikke ligeledes har taget 
imod det klonede HOXA9-gen. Grunden til at dette er sket, vides ikke med sikkerhed, men vi 
formoder at der er sket en fejl fra vores side, eventuelt ved fremstillingen af de forskellige 
prøver til indsættelse i de mammale celler. Prøverne er lavet ud fra udregninger i et Excel-ark, 
som vi brugte til at beregne den mængde, vi skulle tilsætte af henholdsvis PEI25, NaCl og 
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vores DNA-mix. Det kan være, at vi undervejs er kommet til at lave en tastefejl/aflæsningsfejl 
i Excel-arket, hvormed vi har fået et andet output end ønsket.  Eftersom vi endte op med rigtig 
mange eppendorfrør, alle med forskelligt indhold, kan vi måske i forvirringen være kommet 
til at bytte om på nogle af vores rør, og dermed have tilføjet en anden opløsning end PEI25, 
resulterende i at vores prøve med HOXA9-genet slet ikke har indeholdt PEI i blandingen. 
Netop denne PEI-opløsning var utrolig vigtig i forhold til, at kunne indsætte vores gen i de 
mammale celler, da PEI gør, at cellerne danner fordybninger i cellemembranen, så disse celler 
kan optage DNA-molekylerne.  
 
Det kan selvfølgelig også have været andre faktorer, der har spillet ind. Dog kan man sige, at 
vi efter hvert delforsøg har foretaget en kontrol, for at sikre os, at vi enten har klippet vores 
plasmid rigtigt og klonet det rigtige gen. Senere fik vi plasmidet sekvenseret og dermed be-
kræftet at vores HOXA9-gen var blevet klonet korrekt. På baggrund af disse kontroller, går vi 
derfor ud fra, at vi ikke har lavet fejl inden HOXA9-genet skulle indsættes i de mammale cel-
ler. 
 
Hvis vi skulle have succes med at få indsat vores HOXA9-genet i mammale celler, ville det 
være oplagt at gentage transfektionen, men grundet tidspres havde vi ikke mulighed for dette. 
Hvis tiden havde tilladt en gentagelse, kan vi stadig ikke være sikre på, at de mammale celler 
havde optaget vores plasmid, da vi ikke med sikkerhed ved hvad fejlen skyldes.  
 
Kan man sige, at CDX2 kontroller udtrykket af HOXA9? 
I vores forsøg med HOXA9-promotoren kan vi se en stigning i luciferaseaktiviteten, på ca. 17 
enheder, når der tilsættes CDX2 i Caco-2 celler. Da vi fra tidligere studier ved at CDX2 bin-
der til HOXA9-promotoren (Boyd et al., 2009) kunne det tyde på, at CDX2 fungerer som 
transskriptionsfaktor for det gen som står i forbindelse med promotoren. I vores designede 
forsøg er dette gen luciferase, mens HOXA9-promotoren i det menneskelige genom står i 
forbindelse med HOXA9-genet som navnet indikerer. Hele forsøget bygger på en antagelse 
om at HOXA9-promotoren fungerer ens i dets vante omgivelser i det menneskelig genom, og 
i det designede plasmid. Resultaterne fra vores forsøg peger derfor i retning af, at CDX2 er 
med til at kontrollere udtrykket af HOXA9-genet. Vi har testet sammenhængen mellem 
CDX2 og HOXA9 i to forskellige cellelinjer. Der var i begge cellelinjer, en højere aktivitet af 
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luciferase når CDX2 var tilstede, hvilket bekræfter mistanken om at det er CDX2 som spiller 
en afgørende rolle i forhold til udtrykket af HOXA9. 
Dog er dette første forsøg, hvor sammenhængen mellem CDX2 og HOXA9 er testet, og det er 
derfor nødvendigt at der foretages flere lignende forsøg, inden det kan slås helt fast at CDX2 
med sikkerhed kontrollerer udtrykket af HOXA9.  Derudover kunne det også være spændende 
at undersøge hvorledes forskellige koncentrationer af CDX2 påvirker HOXA9, for således at 
undersøge hvornår overudtrykkelsen af HOXA9 er størst.   
 
Hvis det viser sig at CDX2 fungerer som transskriptionsfaktor for HOXA9, vil det så være 
muligt at hæmme denne uden det har en negativt indflydelse på resten af kroppen? 
Det har vist sig, at der er en sammenhæng mellem udtrykket af CDX2, HOXA9 og hvor ag-
gressiv leukæmi er. Et højt CDX2-niveau er ofte ensbetydende med en længere behandlings-
periode og større risiko for tilbagefald (Scholl et al., 2007). Såfremt CDX2 ikke er tilstede, vil 
HOXA9-udtrykket sandsynligvis falde, og man kan derfor ved at hæmme CDX2 forhåbentlig 
forbedre overlevelsesmulighederne for patienterne. Det har imidlertid vist sig, at også HO-
XA9 i sig selv har en indflydelse på overlevelsesmulighederne for leukæmi patienterne, hvil-
ket igen rejser spørgsmål om hvorvidt en hæmning af CDX2 er nok til at forbedre en dårlig 
prognose. I disse studier med HOXA9 er der dog ikke taget højde for CDX2, og dermed vides 
det ikke, om CDX2 har været tilstede i cellerne. Derfor kan det dog stadig være muligt, at det 
er CDX2 der har reguleret HOXA9 i disse tilfælde (Ohno  et al., 2013).  
 
Da CDX2 er tarmspecifikt, og står for differentiering af cellerne i tarmen, er det vigtig kun at 
hæmme CDX2 i leukæmiceller. For at gøre dette kunne det være en mulighed, at vende blik-
ket mod den viden, man allerede har om cellens måde at videreføre genetisk information på 
og kombinere dette med vira egenskaber. Dermed kan man designe vira til at stoppe trans-
skriptionen af specifikke gener.  Måden hvorpå en celle får videreført genetisk information til 
et bestemt protein, sker ved hjælp af messengerRNA (mRNA). Dette mRNA-molekyle vide-
refører den genetiske information fra DNA’et i kernen til proteinsyntesen i cytoplasmaet. Her 
dikterer mRNA’et hvilket peptid der skal dannes, som efterfølgende foldes til proteiner.  
Der findes yderligere en form for RNA, kaldet mikroRNA* (miRNA), som er små naturligt 
forekommende enkeltstrengede RNA-stykker. Disse er i stand til at binde sig til en komple-
mentær sekvens i et mRNA molekyle. 
HOXA9 og CDX2 i relation til leukæmi    d. 30.05.13 
Roskilde Universitet, Hus 14.1, Foråret 2013 
Vejleder: Steffen Jørgensen 
 
Kristina Berg, Mathilde Schmidt, Ninette Jensen, Sabrina Wielsøe & Sophie Tolstrup                                 38 
Når sekvensen af miRNA passer en-
kelte steder på mRNA, vil translatio-
nen blive hæmmet. Hvis miRNA bin-
der til hele mRNA-sekvensen, vil 
mRNA’et blive nedbrudt, og translati-
onen vil stoppe (figur 25). I og med, at 
translationen stopper, vil den geneti-
ske information fra den pågældende 
mRNA-sekvens ikke blive overført til 
ribosomerne, og genet vil derfor ikke 
blive udtrykt (Reece et al, 2011). 
 
Som sagt forekommer miRNA natur-
ligt, men der findes også kunstige 
former, kaldet small interfering RNA (siRNA) og small hairpin RNA (shRNA). Disse er de-
signet til at ramme et specifikt RNA, og er fungerende i cytoplasmaet. miRNA og siRNA er 
ens i størrelse og funktion. siRNA’et kan derfor, på samme måde som miRNA, gå ind og 
nedbryde et bestemt ”target” gen. 
For at få siRNA overført til den pågældende celle, kan man gøre brug af virus som vektor. En 
virus kan gå ind og binde sig til en specifik celle, og på denne måde vil man ved hjælp af spe-
cifikke receptorer kunne målrette vira til udelukkende at ramme leukæmiceller. Herefter in-
teragerer vira med leukæmicellen, således at det hertil designede siRNA kan ramme mRNA 
for ”target” genet CDX2 i cytoplasma af den syge celle, herved stoppes translationen af 
CDX2. Da vira er selvinaktiverende kan den efter endt funktion ”slukke” for sig selv. Dermed 
sikrer man, at det kun er i de ønskede celler, hvor translationen af ”target” genet stoppes. 
Hvis denne metode benyttes skal man dog være opmærksom på at cellerne efter 1-2 behand-
linger højst sandsynligt vil være resistente overfor den brugte vira, og man vil få en immunre-
spons. Det er derfor vigtigt, at samtlige leukæmiceller bliver ramt i første forsøg, da yderlige-
re injektioner kræver udskiftning af vira og antistof.  
 
 
Figur 25: På figur 25.a binder miRNA kun til enkelte steder på 
mRNA-sekvensen og translationen hæmmes. På figur 25.b binder 
miRNA til hele mRNA-sekvensen, og dermed vil mRNA’et blive 
nedbrudt (Ken Pitts' Science Page, 2013). 
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Konklusion 
Forskning har vist, at patienter med akut leukæmi, enten i form af akut myoloid leukæmi 
(AML) eller akut lymfoblastisk leukæmi (ALL) har et forhøjet udtryk af transskriptionsfakto-
ren CDX2 og genet HOXA9. Der er dog endnu ingen der har undersøgt, om der er en sam-
menhæng mellem disse to, hvorfor vi fandt det interessant at undersøge, om CDX2 påvirker 
HOXA9-genet. Vores forsøg bestod af to delforsøg, hvor vi i det ene kiggede på, om CDX2 
påvirkede HOXA9-promotoren, og i det andet skulle vi have kigget på, hvilken effekt HO-
XA9-genet havde på ”target” gener.  
Ud fra vores resultater fra forsøget med HOXA9-promoteren kan vi konkludere, at CDX2 har 
en indflydelse på promotoren, da vi her så en forhøjet aktivitet af vores promotor, efter tilfør-
sel af CDX2. På baggrund af forsøget ses altså, at promotoren for HOXA9 bliver reguleret af 
CDX2, og dermed må CDX2 påvirke HOXA9-genet. Inden vi startede forsøget forventede vi, 
at CDX2 ville kontrollere HOXA9-genet, ved en aktivering af promotoren, og forsøget har 
altså bekræftet vores hypotese.  
I det andet forsøg, med HOXA9-genet skulle vi have målt, hvilken effekt HOXA9-genet hav-
de på ”target” gener, men da det ikke lykkedes os, at indsætte HOXA9-genet i mammale cel-
ler, kunne vi ikke nå at se, hvorledes HOXA9-genet påvirker andre gener.  
 
Da vi i vores forsøg udelukkende har kigget på sammenhængen mellem CDX2 og HOXA9, 
kan vi ikke sige noget om dette i relation til leukæmi. Men da vi fandt frem til at CDX2 kan 
virke som transskriptionsfaktor for HOXA9, er det et interessant emne for videre forskning, 
da både CDX2 og HOXA9 hver især kan medføre dårligere prognoser og større risici for til-
bagefald af leukæmi.  
Hvis det af flere studier kan bekræftes, at CDX2 direkte regulerer HOXA9-genet, ville det 
senere være essentielt at undersøge, om man kan forhindre denne regulering ved at hæmme 
CDX2 således at både CDX2- og HOXA9-udtrykket mindskes. I bedste fald ville dette even-
tuelt kunne medføre bedre prognoser og behandling for leukæmipatienter.  
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Ordliste 
Fagterm (A-Å) Beskrivelse 
Anterior/posterior 
akse 
Den mammale anatomi er indelt i flere akser, hvoraf den ante-
rior/posterior akse, frontalplanen, omhandler forsiden og bagsiden 
af individet.  
B-celle Antistofproducerende celler som dannes i knoglemarven. B-celler 
spiller en meget stor rolle i immunforsvaret, da de ved at udskille 
antistoffer, giver besked til at slå den markerede celle ihjel, efter-
som antistofferne agerer som et signal for celledræbende- og æden-
de immunceller. 
Bindingssite Et bindingssite, er en region på et protein, DNA eller RNA, hvortil 
specifikke molekyler (i denne sammenhæng kaldet ligander) danner 
en kemisk binding. 
DNA-polymerase DNA-polymerase er et enzym som katalyserer replikationen af 
DNA. DNA-polymerasen katalyserer sammensætningen af nukleo-
tider til DNA. 
Embryogenese Processen hvor fosteret dannes og udvikles. 
Hæmatopoietisk celle De celler, der er indgivet i knoglemarven, og som er ansvarlig for 
fremstilling af de celler, der cirkulerer i blodet, såsom røde blodle-
gemer, hvide blodlegemer og blodplader. 
Luciferase Luciferase er et lysgivende enzym, som gør os i stand til se/måle 
CDX2´s påvirkning på HOXA9-promoteren. 
Lymfocyt Lymfocytter er hvide blodlegemer, som har stor betydning i 
immunforsvaret. De opdeles i T-lymfocytter (T-celler), B-
lymfocytter (T-celler) (forklaret tidligere i ordlisten), granolycytter 
og monocytter. 
miRNA MikroRNA er små enkeltstrengede RNA sekvenser, der binder sig 
til en komplementær sekvens på mRNA. miRNA er involveret i 
regulering af gen-ekspression, og spiller en signifikant rolle i kræft-
forskningen. 
Myeloblaster Hvide blodceller i den tidlige/umodne fase som er blevet produceret 
fra stamceller. Ved AML udvikles myeloblaster ikke til modne ra-
ske celler, men forbliver i stedet umodne. 
NK-celle Natural Killer Cells. NK-celler er lymfocytter der virker som dræ-
berceller i det uspecifikke immunforsvar, som er den medfødte im-
munitet. 
Plasmid Et lille stykke cirkulært dobbeltstrenget DNA som kan kopieres 
uafhængigt af cellens replikation. 
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Promoter  Bruges om en genetisk kode, som igangsætter aflæsningen af et 
gen. 
Restriktionsenzym Et enzym som katalyserer klipningen af DNA, imellem helt bestem-
te basesekvenser. 
”Sticky ends” ”Sticky ends” er et enkeltstrenget DNA-stykke som sidder i forlæn-
gelse af et kort dobbeltstrenget DNA-stykke. Disse ”sticky ends” 
kan parres med andre ”stickys ends”, hvis deres basesekvens er 
komplimentær til hinanden. 
Sub-kloning Subkloning er en teknik der anvendes til at flytte et gen af interesse 
fra et plasmid til et andet, med henblik på at studere dens funktiona-
litet yderligere. 
T-celle En type hvide blodlegemer som hører til det aktive immunforsvar, 
som er den del der angriber fremmede stoffer og mikroorganismer. 
Der findes flere typer af T-celler, herunder hjælpeceller, dræbercel-
ler, hæmmerceller og huskeceller. 
Transskriptionsfaktor En faktor hvor en samling proteiner, virker enten som en aktivator 
eller repressor af en gentransskription. Nogle transskriptionsfakto-
rer er med til direkte eller indirekte at øge celledelingen, og kan 
dermed forårsage kræft. 
Vektor En ”transportør” som indenfor genetikken anvendes til at overføre 
et gen til en celle (fx en bakterie) eller en organisme. Genet klones 
ind i vektoren, der kan være enten et plasmid eller virus-DNA. 
 
Vesikel Vesikler er små blærer i membranomgivede celler. De fungerer som 
transportpartikler, med en væg af protein og fedtstoffer. Vesikler 
dannes i alle celler, og transporterer stoffer, fx proteiner, lokalt inde 
i cellen eller ud af cellen.  
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Ph
us
io
n 
Ho
t S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
(2
 U
/µ
l)
0.
5 
µl
0.
2 
µl
0.
02
 U
/µ
l
* 
 
Op
tio
na
lly
 5
x 
Ph
us
io
n 
GC
 B
uf
fe
r c
an
 b
e 
us
ed
. S
ee
 s
ec
tio
n 
4.
2.
 fo
r d
et
ai
ls
.
**
  
Th
e 
re
co
m
m
en
da
tio
n 
fo
r fi
na
l p
rim
er
 c
on
ce
nt
ra
tio
n 
is
 0
.5
 µ
M
, b
ut
 it
 c
an
 b
e 
va
rie
d 
in
 a
 ra
ng
e 
of
 0
.2
–1
.0
 µ
M
 if
 n
ee
de
d.
**
* 
Ad
di
tio
n 
of
 D
M
SO
 is
 re
co
m
m
en
de
d 
fo
r G
C-
ric
h 
am
pl
ic
on
s.
 D
M
SO
 is
 n
ot
 
re
co
m
m
en
de
d 
fo
r a
m
pl
ic
on
s 
w
ith
 v
er
y 
lo
w
 G
C 
%
 o
r a
m
pl
ic
on
s 
th
at
 a
re
 >
20
 k
b.
Ta
bl
e 
2.
 C
yc
lin
g 
in
st
ru
ct
io
ns
.
Cy
cl
e 
st
ep
2-
st
ep
 p
ro
to
co
l
3-
st
ep
 p
ro
to
co
l
Cy
cl
es
Te
m
p.
Ti
m
e
Te
m
p.
Ti
m
e
In
iti
al
 
de
na
tu
ra
tio
n
98
°C
30
 s
98
°C
30
 s
1
De
na
tu
ra
tio
n
An
ne
al
in
g 
 
(s
ee
 5
.3
)
Ex
te
ns
io
n 
 
(s
ee
 5
.4
)
98
°C
– 72
°C
5–
10
 s
– 15
–3
0 
s/
kb
98
°C
X°
C
72
°C
5–
10
 s
10
–3
0 
s
15
–3
0 
s/
kb
 25
–3
5
 
Fi
na
l e
xt
en
si
on
 
72
°C
4°
C
5–
10
 m
in
ho
ld
72
°C
4°
C
5–
10
 m
in
ho
ld
1  
4.
 N
ot
es
 a
bo
ut
 re
ac
tio
n 
co
m
po
ne
nt
s
4.
1 
en
zy
m
e
Th
e 
op
tim
al
 
am
ou
nt
 
of
 
en
zy
m
e 
de
pe
nd
s 
on
 
th
e 
am
ou
nt
 
of
 
te
m
pl
at
e 
an
d 
th
e 
le
ng
th
 o
f 
th
e 
PC
R 
pr
od
uc
t. 
Us
ua
lly
 1
 u
ni
t 
of
 
Ph
us
io
n 
Ho
t 
St
ar
t 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
pe
r 
50
 µ
l 
re
ac
tio
n 
vo
lu
m
e 
gi
ve
s 
go
od
 r
es
ul
ts
, 
bu
t 
th
e 
op
tim
al
 a
m
ou
nt
 c
an
 r
an
ge
 f
ro
m
  
0.
5 
to
 2
 u
ni
ts
 p
er
 5
0 
µl
 re
ac
tio
n 
de
pe
nd
in
g 
on
 th
e 
am
pl
ic
on
 le
ng
th
 
an
d 
di
ffi
cu
lty
. D
o 
no
t e
xc
ee
d 
2 
U
/5
0 
µl
 (0
.0
4 
U
/µ
l),
 e
sp
ec
ia
lly
 fo
r 
am
pl
ic
on
s 
th
at
 a
re
 >
 5
 k
b.
W
he
n 
cl
on
in
g 
fra
gm
en
ts
 a
m
pl
ifi
ed
 w
ith
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e,
 b
lu
nt
 e
nd
 c
lo
ni
ng
 i
s 
re
co
m
m
en
de
d.
 I
f 
TA
 c
lo
ni
ng
 i
s 
re
qu
ire
d,
 it
 c
an
 b
e 
pe
rfo
rm
ed
 b
y 
ad
di
ng
 A
 o
ve
rh
an
gs
 t
o 
th
e 
bl
un
t 
PC
R 
pr
od
uc
t 
w
ith
 T
he
rm
o 
Sc
ie
nt
ifi
c 
Ta
q 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e,
 f
or
 
ex
am
pl
e.
 H
ow
ev
er
, b
ef
or
e 
ad
di
ng
 th
e 
ov
er
ha
ng
s 
it 
is
 v
er
y 
im
po
rta
nt
 
to
 r
em
ov
e 
al
l P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
 II
 D
N
A 
Po
ly
m
er
as
e 
by
 p
ur
ify
in
g 
th
e 
PC
R 
pr
od
uc
t c
ar
ef
ul
ly.
 A
ny
 re
m
ai
ni
ng
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
w
ill
 d
eg
ra
de
 th
e 
A 
ov
er
ha
ng
s,
 c
re
at
in
g 
bl
un
t e
nd
s 
ag
ai
n.
 
A 
de
ta
ile
d 
pr
ot
oc
ol
 fo
r T
A 
cl
on
in
g 
of
 P
CR
 fr
ag
m
en
ts
 a
m
pl
ifi
ed
 w
ith
 
an
y o
f t
he
 P
hu
si
on
 D
N
A 
Po
ly
m
er
as
es
 ca
n 
be
 fo
un
d 
on
 w
eb
si
te
: w
w
w
.
th
er
m
os
ci
en
tifi
c.
co
m
/p
cr
cl
on
in
g.
4.
2 
B
uf
fe
rs
Tw
o 
bu
ffe
rs
 a
re
 p
ro
vi
de
d 
w
ith
 th
e 
en
zy
m
e:
 5
x P
hu
si
on
 H
F B
uf
fe
r (
F-
51
8)
 
an
d 
5x
 P
hu
si
on
 G
C 
Bu
ffe
r (
F-
51
9)
. T
he
 e
rro
r r
at
e 
of
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
in
 H
F 
Bu
ffe
r (
4.
4 
x 
10
-7
) i
s 
lo
w
er
 th
an
 th
at
 in
 G
C 
Bu
ffe
r (
9.
5 
x 
10
-7
). 
Th
er
ef
or
e,
 H
F 
Bu
ffe
r s
ho
ul
d 
be
 u
se
d 
as
 th
e 
de
fa
ul
t 
bu
ffe
r f
or
 h
ig
h-
fid
el
ity
 a
m
pl
ifi
ca
tio
n.
 H
ow
ev
er
, G
C 
Bu
ffe
r c
an
 im
pr
ov
e 
th
e 
pe
rfo
rm
an
ce
 o
f 
Ph
us
io
n 
Ho
t 
St
ar
t 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
on
 s
om
e 
di
ffi
cu
lt 
or
 lo
ng
 te
m
pl
at
es
, s
uc
h 
as
 G
C-
ric
h 
te
m
pl
at
es
 o
r t
ho
se
 w
ith
 
co
m
pl
ex
 s
ec
on
da
ry
 s
tru
ct
ur
es
. F
or
 a
pp
lic
at
io
ns
 s
uc
h 
as
 m
ic
ro
ar
ra
y 
or
 D
HP
LC
, w
he
re
 th
e 
DN
A 
te
m
pl
at
es
 n
ee
d 
to
 b
e 
fre
e 
of
 d
et
er
ge
nt
s,
 
de
te
rg
en
t-f
re
e 
re
ac
tio
n 
bu
ffe
rs
 (F
-5
20
, F
-5
21
) a
re
 a
va
ila
bl
e 
fo
r P
hu
si
on
 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
es
. 
4.
3 
m
g2
+  a
nd
 d
N
TP
Th
e 
co
nc
en
tra
tio
n 
of
 M
g2
+  
is
 c
rit
ic
al
 s
in
ce
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
is
 a
 m
ag
ne
si
um
-d
ep
en
de
nt
 e
nz
ym
e.
 E
xc
es
si
ve
 
M
g2
+  
st
ab
ili
ze
s 
th
e 
DN
A 
do
ub
le
 s
tra
nd
 a
nd
 p
re
ve
nt
s 
co
m
pl
et
e 
de
na
tu
ra
tio
n 
of
 D
N
A.
 E
xc
es
s 
M
g2
+  
ca
n 
al
so
 s
ta
bi
liz
e 
sp
ur
io
us
 
an
ne
al
in
g 
of
 p
rim
er
s 
to
 i
nc
or
re
ct
 t
em
pl
at
e 
si
te
s 
an
d 
de
cr
ea
se
 
sp
ec
ifi
ci
ty
. C
on
ve
rs
el
y, 
in
ad
eq
ua
te
 M
g2
+  
m
ay
 le
ad
 to
 lo
w
er
 p
ro
du
ct
 
yi
el
d.
 T
he
 o
pt
im
al
 M
g2
+  
co
nc
en
tra
tio
n 
al
so
 d
ep
en
ds
 o
n 
th
e 
dN
TP
 
co
nc
en
tra
tio
n,
 t
he
 s
pe
ci
fic
 t
em
pl
at
e 
DN
A 
an
d 
th
e 
sa
m
pl
e 
bu
ffe
r 
co
m
po
si
tio
n.
 In
 g
en
er
al
, t
he
 o
pt
im
al
 M
g2
+  
co
nc
en
tra
tio
n 
is
 0
.5
 t
o 
1 
m
M
 o
ve
r 
th
e 
to
ta
l d
N
TP
 c
on
ce
nt
ra
tio
n 
fo
r 
st
an
da
rd
 P
CR
. I
f 
th
e 
pr
im
er
s 
an
d/
or
 t
em
pl
at
e 
co
nt
ai
n 
ch
el
at
or
s 
su
ch
 a
s 
ED
TA
 o
r 
EG
TA
, 
th
e 
ap
pa
re
nt
 M
g2
+  o
pt
im
um
 m
ay
 b
e 
sh
ift
ed
 to
 h
ig
he
r c
on
ce
nt
ra
tio
ns
. 
If 
fu
rth
er
 o
pt
im
iza
tio
n 
is
 n
ee
de
d,
 i
nc
re
as
e 
M
g2
+  
co
nc
en
tra
tio
n 
in
  
0.
2 
m
M
 s
te
ps
.
Hi
gh
 q
ua
lit
y 
dN
TP
s 
sh
ou
ld
 b
e 
us
ed
 f
or
 o
pt
im
al
 p
er
fo
rm
an
ce
 w
ith
 
Ph
us
io
n 
Ho
t S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e.
 T
he
 p
ol
ym
er
as
e 
ca
nn
ot
 re
ad
 
dU
TP
-d
er
iv
at
iv
es
 o
r d
IT
P 
in
 th
e 
te
m
pl
at
e 
st
ra
nd
 s
o 
th
e 
us
e 
of
 th
es
e 
an
al
og
ue
s 
or
 p
rim
er
s 
co
nt
ai
ni
ng
 th
em
 is
 n
ot
 re
co
m
m
en
de
d.
 D
ue
 to
 
th
e 
hi
gh
 p
ro
ce
ss
iv
ity
 o
f P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
th
er
e 
is
 
no
 a
dv
an
ta
ge
 o
f i
nc
re
as
in
g 
dN
TP
 c
on
ce
nt
ra
tio
ns
. F
or
 o
pt
im
al
 re
su
lts
 
al
w
ay
s 
us
e 
20
0 
µM
 o
f e
ac
h 
dN
TP
.
4.
4 
Te
m
pl
at
e
Ge
ne
ra
l g
ui
de
lin
es
 fo
r l
ow
 c
om
pl
ex
ity
 D
N
A 
(e
.g
. p
la
sm
id
, l
am
bd
a 
or
 
BA
C 
DN
A)
 ar
e:
 1 
pg
–1
0 n
g p
er
 50
 μl
 re
ac
tio
n v
ol
um
e.
 Fo
r h
ig
h c
om
pl
ex
ity
 
ge
no
m
ic
 D
N
A,
 th
e 
am
ou
nt
 o
f D
N
A 
te
m
pl
at
e 
sh
ou
ld
 b
e 
50
–2
50
 n
g 
pe
r 
50
 μ
l r
ea
ct
io
n 
vo
lu
m
e.
 If
 c
DN
A 
sy
nt
he
si
s 
re
ac
tio
n 
m
ix
tu
re
 is
 u
se
d 
as
 
a 
so
ur
ce
 o
f t
em
pl
at
e,
 th
e 
vo
lu
m
e 
of
 th
e 
te
m
pl
at
e 
sh
ou
ld
 n
ot
 e
xc
ee
d  
10
 %
 o
f t
he
 fi
na
l P
CR
 re
ac
tio
n 
vo
lu
m
e.
4.
5 
PC
R 
ad
di
tiv
es
Th
e 
re
co
m
m
en
de
d 
re
ac
tio
n 
co
nd
iti
on
s 
fo
r 
GC
-ri
ch
 
te
m
pl
at
es
 
in
cl
ud
e 
3 
%
 D
M
SO
 a
s 
a 
PC
R 
ad
di
tiv
e,
 w
hi
ch
 a
id
s 
in
 th
e 
de
na
tu
rin
g 
of
 t
em
pl
at
es
 w
ith
 h
ig
h 
GC
 c
on
te
nt
. F
or
 f
ur
th
er
 o
pt
im
iza
tio
n 
DM
SO
 
sh
ou
ld
 b
e 
in
cr
ea
se
d 
in
 2
 %
 s
te
ps
. I
n 
so
m
e 
ca
se
s 
DM
SO
 m
ay
 a
ls
o 
be
 
re
qu
ire
d 
fo
r s
up
er
co
ile
d 
pl
as
m
id
s t
o 
re
la
x f
or
 d
en
at
ur
at
io
n.
 O
th
er
 P
CR
 
ad
di
tiv
es
 su
ch
 a
s f
or
m
am
id
e 
(u
p 
to
 3
 %
), 
gl
yc
er
ol
 a
nd
 b
et
ai
ne
 a
re
 a
ls
o 
co
m
pa
tib
le
 w
ith
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e.
 
If 
hi
gh
 D
M
SO
 c
on
ce
nt
ra
tio
n 
is
 u
se
d,
 th
e 
an
ne
al
in
g 
te
m
pe
ra
tu
re
 m
us
t 
be
 d
ec
re
as
ed
, a
s D
M
SO
 a
ffe
ct
s t
he
 m
el
tin
g 
po
in
t o
f t
he
 p
rim
er
s.
 It
 h
as
 
be
en
 re
po
rte
d 
th
at
 1
0 
%
 D
M
SO
 d
ec
re
as
es
 th
e 
an
ne
al
in
g 
te
m
pe
ra
tu
re
 
by
 5
.5
–6
.0
°C
4 .
5.
 N
ot
es
 a
bo
ut
 c
yc
lin
g 
co
nd
iti
on
s
5.
1 
In
iti
al
 d
en
at
ur
at
io
n
De
na
tu
ra
tio
n 
sh
ou
ld
 b
e 
pe
rfo
rm
ed
 a
t 
98
°C
. 
Du
e 
to
 t
he
 h
ig
h 
th
er
m
os
ta
bi
lit
y 
of
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
DN
A 
Po
ly
m
er
as
e 
ev
en
 h
ig
he
r 
th
an
 9
8°
C 
de
na
tu
ra
tio
n 
te
m
pe
ra
tu
re
s 
ca
n 
be
 u
se
d.
 W
e 
re
co
m
m
en
d 
a 
30
-s
ec
on
d 
in
iti
al
 d
en
at
ur
at
io
n 
at
 9
8°
C 
fo
r m
os
t t
em
pl
at
es
. S
om
e 
te
m
pl
at
es
 m
ay
 re
qu
ire
 lo
ng
er
 in
iti
al
 d
en
at
ur
at
io
n 
tim
e,
 a
nd
 th
e 
le
ng
th
 
of
 th
e 
in
iti
al
 d
en
at
ur
at
io
n 
tim
e 
ca
n 
be
 e
xt
en
de
d 
up
 to
 3
 m
in
ut
es
.
5.
2 
D
en
at
ur
at
io
n
Ke
ep
 th
e 
de
na
tu
ra
tio
n 
tim
e 
as
 sh
or
t a
s p
os
si
bl
e.
 U
su
al
ly
 5
–1
0 
se
co
nd
s 
at
 9
8°
C 
is
 e
no
ug
h 
fo
r m
os
t t
em
pl
at
es
. N
ot
e:
 th
e 
de
na
tu
ra
tio
n 
tim
e 
an
d 
te
m
pe
ra
tu
re
 m
ay
 v
ar
y 
de
pe
nd
in
g 
on
 th
e 
ra
m
p 
ra
te
 a
nd
 te
m
pe
ra
tu
re
 
co
nt
ro
l m
od
e 
of
 th
e 
cy
cl
er
.
5.
3 
Pr
im
er
 a
nn
ea
lin
g
Th
e 
op
tim
al
 a
nn
ea
lin
g 
te
m
pe
ra
tu
re
 f
or
 P
hu
si
on
 H
ot
 S
ta
rt 
II 
 D
N
A 
Po
ly
m
er
as
e 
m
ay
 
di
ffe
r 
si
gn
ifi
ca
nt
ly
 
fro
m
 
th
at
 
of
 
Ta
q-
ba
se
d 
po
ly
m
er
as
es
.  
Al
w
ay
s 
us
e 
th
e 
Tm
 c
al
cu
la
to
r 
an
d 
in
st
ru
ct
io
ns
 o
n 
w
eb
si
te
: w
w
w
.th
er
m
os
ci
en
tifi
c.
co
m
/p
cr
w
eb
to
ol
s 
to
 d
et
er
m
in
e 
th
e 
Tm
 v
al
ue
s 
of
 p
rim
er
s 
an
d 
op
tim
al
 a
nn
ea
lin
g 
te
m
pe
ra
tu
re
. 
As
 a
 b
as
ic
 ru
le
, f
or
 p
rim
er
s 
>2
0 
nt
, a
nn
ea
l f
or
 1
0–
30
 s
ec
on
ds
 a
t a
 T
m
 
+3
°C
 o
f t
he
 lo
w
er
 T
m
 p
rim
er
. F
or
 p
rim
er
s 
≤ 
20
 n
t, 
us
e 
an
 a
nn
ea
lin
g 
te
m
pe
ra
tu
re
 e
qu
al
 to
 th
e 
Tm
 o
f t
he
 lo
w
er
 T
m
 p
rim
er
. I
f n
ec
es
sa
ry
, u
se
 
a 
te
m
pe
ra
tu
re
 g
ra
di
en
t t
o 
fin
d 
th
e 
op
tim
al
 a
nn
ea
lin
g 
te
m
pe
ra
tu
re
 fo
r 
ea
ch
 te
m
pl
at
e-
pr
im
er
 p
ai
r c
om
bi
na
tio
n.
 T
he
 a
nn
ea
lin
g 
gr
ad
ie
nt
 sh
ou
ld
 
ex
te
nd
 u
p 
to
 t
he
 e
xt
en
si
on
 t
em
pe
ra
tu
re
 (t
w
o-
st
ep
 P
CR
). 
A 
2-
st
ep
 
pr
ot
oc
ol
 is
 re
co
m
m
en
de
d 
w
he
n 
pr
im
er
 T
m
 va
lu
es
 a
re
 a
t l
ea
st
 6
9°
C 
(>
 
20
 n
t) 
or
 7
2°
C 
(≤
 2
0 
nt
) w
he
n 
ca
lc
ul
at
ed
 w
ith
 T
he
rm
o 
Sc
ie
nt
ifi
c’s
 T
m
 
ca
lc
ul
at
or
. I
n 
th
e 
2-
st
ep
 p
ro
to
co
l t
he
 c
om
bi
ne
d 
an
ne
al
in
g/
ex
te
ns
io
n 
st
ep
 sh
ou
ld
 b
e 
pe
rfo
rm
ed
 a
t 7
2°
C 
ev
en
 w
he
n 
th
e 
pr
im
er
 T
m
 is
 >
 7
2°
C.
5.
4 
ex
te
ns
io
n
Th
e 
ex
te
ns
io
n 
sh
ou
ld
 b
e 
pe
rfo
rm
ed
 a
t 
72
°C
. 
Th
e 
ex
te
ns
io
n 
tim
e 
de
pe
nd
s 
on
 t
he
 l
en
gt
h 
an
d 
co
m
pl
ex
ity
 o
f 
th
e 
am
pl
ic
on
. 
Fo
r 
lo
w
 
co
m
pl
ex
ity
 D
N
A 
(e
.g
. p
la
sm
id
, l
am
bd
a 
or
 B
AC
 D
N
A)
 u
se
 a
n 
ex
te
ns
io
n 
tim
e 
of
 1
5 
se
co
nd
s 
pe
r 1
 k
b.
 F
or
 h
ig
h 
co
m
pl
ex
ity
 g
en
om
ic
 D
N
A,
 3
0 
se
co
nd
s 
pe
r 1
 k
b 
is
 re
co
m
m
en
de
d.
  
Fo
r s
om
e 
cD
N
A 
te
m
pl
at
es
, t
he
 
ex
te
ns
io
n 
tim
e 
ca
n 
be
 in
cr
ea
se
d 
up
 to
 4
0 
se
co
nd
s 
pe
r 1
 k
b 
to
 o
bt
ai
n 
op
tim
al
 re
su
lts
. 
6.
 T
ro
ub
le
sh
oo
tin
g
N
o 
pr
od
uc
t a
t a
ll 
or
 lo
w
 y
ie
ld
• 
Re
pe
at
 th
e 
PC
R 
an
d 
m
ak
e 
su
re
 
th
at
 th
er
e 
ar
e 
no
 p
ip
et
tin
g 
er
ro
rs
.
• 
Us
e 
Th
er
m
o 
Sc
ie
nt
ifi
c’s
 
Tm
 c
al
cu
la
to
r w
w
w
.
th
er
m
os
ci
en
tifi
c.
co
m
/
pc
rw
eb
to
ol
s.
• 
Us
e 
fre
sh
 h
ig
h-
qu
al
ity
 d
NT
Ps
. 
• 
Do
 n
ot
 u
se
 d
NT
P 
m
ix 
or
 p
rim
er
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Agarose	  gel	  til	  gelelektroforese:	  	  
Gelen vi brugte i løbet af vores forsøg, kan laves ved hjælp af en standard opskrift. Denne opskrift 
indeholder: 
- 1-2 g agarose 
Mængden af agarose afhænger af, hvor stor gel man skal lave. 
- 100-200 ml TAE buffer. 
Vi bruger TAE buffer, fordi den er god til at lede strøm. Mængden af TAE buffer afhænger 
af, hvor stor gel man skal lave.  
- 10 µl Ethidiumbromid 
Ethidiumbromid binder til DNA-fragmenterne, og får dem til at lyse, når de er i gelen. 
Ethidiumbromid er altså fluorescerende, og det gør, at man efter gelelektroforese kan se, 
hvor store DNA-sekvenserne er vha. Ultravioletlys.    
 
Når gelen skal laves blandes agarose med TAE bufferen. Agarose opløses i TAE bufferen ved at 
blive opvarmet. Når agarose er opløst i TAE, tilsættes der 10 µl Ethidiumbromid, som svarer til 3-4 
dråber, til opløsningen. Herefter hældes blandingen ned i en gelform, der indeholder en kam til at 
konstruere brønde. Gelen skal derefter stå og størkne i 30-45 min, afhængig af hvor stor og hvor tyk 
gelen er. 
Når gelen er størknet tilsættes DNA-fragmenterne til de små brønde. Inden DNA-fragmenterne 
tilsættes til brøndene, blandes de med 2-4 µl loading buffer, for at man bedre kan se opløsningen, 
når de skal pipetteres ned i brøndene. Ud over DNA-fragmenterne tilsættes der også 3 µl markør i 
en af brøndene. Markøren består af forskellige kendte bånd, som man kan bruge til at bedømme, 
hvor store de forskellige DNA-fragmenter er. 
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B. In-Fusion Cloning Procedure for Cloning Enhancer-Treated PCR Fragments 
Set up the In-Fusion cloning reaction:1. 
 5X In-Fusion HD Enzyme Premix   2 µl 
 Linearized Vector   x µl*
 Cloning Enhancer-Treated PCR Fragment x µl**
 dH2O (as needed)   x µl
Total Volume       10 µl
*Use 50–200 ng of linearized vector.
**Use 1–2 µl of Cloning Enhancer-Treated fragments, regardless of their length. The total volume of Cloning Enhancer-
Treated PCR fragments should be up to 4 µl per 10 µl reaction. If you obtain a low product yield from your PCR reac-
tion, we recommend purification of PCR fragments instead of Cloning Enhancer-Treatment.
Adjust the total reaction volume to 10 µl using deionized H2. 2O and mix the reaction. 
Incubate the reaction for 3. 15 min at 50°C, then place on ice. 
Continue to the Transformation Procedure (Section VIII). If you cannot transform cells immediately, store 4. 
the cloning reactions at –20°C until you are ready.
NOTE:
If you use PCR to amplify your vector and insert and you obtain both a PCR-amplified vector and PCR-amplified frag-
ments without non-specific background you may use the Quick In-Fusion Cloning Protocol provided in Appendix A.
PROTOCOL
Attention
VII. Protocol II: In-Fusion Cloning Procedure w/Cloning Enhancer Treatment
A. Procedure for Treating Unpurified PCR Fragments with Cloning Enhancer
Before setting up the In-Fusion cloning reaction, treat unpurified PCR products (e.g. fragments) as follows:
Add 2 µl of Cloning Enhancer to 5 µl of the PCR reaction. 1. 
Incubate at 37°C for 15 minutes, then at 80°C for 15 minutes in a PCR thermal cycler. If you used more 2. 
than 100 ng of DNA as a template in the PCR reaction, extend the 37°C incubation step to 20 minutes. 
If you are using a water bath or heat block rather than a thermal cycler, extend each of the incubation 
steps to 20–25 minutes.
Proceed with the In-Fusion Cloning Procedure for Cloning Enhancer-Treated PCR Fragments (Section 3. 
VII.B). If you cannot proceed immediately, store treated PCR reactions at –20°C until you are ready.
Attention
IMPORTANT:
DO NOT treat purified PCR products with the Cloning Enhancer.
 
BREAK
 
BREAK
PROTOCOL
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VIII. Transformation Procedure
A. Procedure for Transformation Using Stellar™ Competent Cells
The following protocol has been optimized for transformation using Stellar Competent Cells. If 
your In-Fusion Kit does not include Stellar Competent Cells, Clontech sells Stellar Competent 
Cells separately in several formats. If you are not using Stellar Competent Cells, you may need 
to dilute the In-Fusion reaction mixture prior to transformation to increase cloning efficiency 
(See Table III, Troubleshooting Guide). We strongly recommend the use of competent cells with 
a transformation efficiency >1 x 108 cfu/ug.  
Follow the protocol provided with your Stellar Competent Cells to transform the cells with 2.5 µl of the 1. 
In-Fusion reaction mixture. If you are using other competent cells, please follow the transformation 
protocol provided with your cells. 
Place 1/1002. th–1/5th of each transformation reaction into separate tubes and bring the volume to 100 µl 
with SOC medium. Spread each diluted transformation reaction on a separate LB plate containing an 
antibiotic appropriate for the cloning vector (i.e., the control vector included with the Kit requires 100 
µg/ml of ampicillin). 
Centrifuge the remainder of each transformation reaction at 6000 rpm for 5 min. Discard the supernatant 3. 
and resuspend each pellet in 100 µl fresh SOC medium. Spread each sample on a separate LB plate 
containing the appropriate antibiotic. Incubate all of the plates overnight at 37°C.
The next day, pick individual isolated colonies from each experimental plate. Isolate plasmid DNA using 4. 
a standard method of your choice (e.g. miniprep). To determine the presence of insert, analyze the DNA 
by restriction digestion or PCR screening.
IMPORTANT:
DO NOT add more than 5 µl of the reaction to 50 µl of competent cells. More is not better. Using too much of 
the reaction mixture inhibits the transformation. 
IX. Expected Results
The positive control plates typically develop several hundred white colonies when using cells with a 
minimum transformation efficiency of 1 x 108 cfu/μg. The negative control plates should have few colonies. 
The number of colonies on your experimental plates will depend on the amount and purity of the PCR 
product and linearized vector used for the In-Fusion cloning reaction.
	 •	 The	presence	of	a	low	number	of	colonies	on	both	plates—typically,	a	few	dozen	colonies— 
  is indicative of either transformation with too much of the reaction, or poor DNA/primer quality.
	 •	 The	presence	of	many	 (hundreds)	of	colonies	on	 the	negative	control	 is	 indicative	of	 incomplete	 
          vector linearization.
Attention
PROTOCOL
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Stellar™ Competent Cells 
Protocol PT5055-2 
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Genotype 
F–, endA1, supE44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, phoA, Φ80d lacZΔ M15, Δ (lacZYA - argF) U169, Δ (mrr - hsdRMS - mcrBC), ΔmcrA, λ– 
Please Read Before Proceeding with Transformation 
 Use no more competent cells than necessary. Transport cells on dry ice/ethanol. 
 You may use 1.5-ml microcentrifuge tubes instead of 14-ml round-bottom tubes for transformation (see 
Transformation Protocol Step 2, below), but this may reduce efficiency. 
 When transforming 50 μl of competent cells, do not use more than 5 ng of purified sample DNA. If you use more than 
5 ng of DNA, transformation efficiency may decrease. 
 If you change the amount of competent cells, or types of tubes used, it might be necessary to reevaluate the optimal 
conditions. For example, when using 1.5-ml microcentrifuge tubes, heat shock for 60 seconds at 42°C (see 
Transformation Protocol Step 5, below). 
 When adding X-Gal to medium, do so as follows: 
Add 20 mg/ml X-Gal (dissolved in dimethylformamide) into 200 μl/100 ml agar medium. 
 Do not refreeze competent cells once thawed. If necessary, freeze the cells in dry ice and stock at –70°C. However, 
the transformation efficiency may decrease more than one order of magnitude. 
Transformation Protocol 
1. Thaw Stellar Competent Cells in an ice bath just before use. 
2. After thawing, mix gently to ensure even distribution, and then move 50 μl of competent cells into a 14-ml round-
bottom tube (falcon tube). Do not vortex. 
3. Add no more than 5 ng of DNA for transformation. 
4. Place tubes on ice for 30 min. 
5. Heat shock the cells for exactly 45 sec at 42°C. 
6. Place tubes on ice for 1–2 min. 
7. Add SOC medium to bring the final volume to 500 μl. SOC medium should be warmed to 37°C before using. 
8. Incubate by shaking (160–225 rpm) for 1 hr at 37°C. 
9. Plate an appropriate amount of culture on selective medium. 
NOTE: For a plate with a diameter of 9 cm, plate 100 μl. Plating is accomplished by spreading cells on selective 
medium [e.g., LB agar + Ampicillin (50–100 μg/ml)]. The medium should also contain X-Gal (40 μg/ml) for plasmids 
that permit blue/white screening of transformants. 
10. Incubate overnight at 37°C. 
QIAquick Gel Extraction Kit Protocol  
 
This protocol is designed to extract and purify DNA of 70 bp to 10 kb from 
standard or low-melt agarose gels in TAE or TBE buffer. Up to 400 mg 
agarose can be processed per spin column. This kit can also be used for DNA 
cleanup from enzymatic reactions (see page 8). For DNA cleanup from 
enzymatic reactions using this protocol, add 3 volumes of Buffer QG and 1 
volume of isopropanol to the reaction, mix, and proceed with step 6 of the 
protocol. Alternatively, use the new MinElute Reaction Cleanup Kit.  
 
Notes:  
• The yellow color of Buffer QG indicates a pH =7.5.  
 
• Add ethanol (96–100%) to Buffer PE before use (see bottle label for 
volume).  
• Isopropanol (100%) and a heating block or water bath at 50°C are 
required.  
• All centrifugation steps are carried out at =10,000 x g (~13,000 rpm) in 
a  
conventional table-top microcentrifuge.  
• 3 M sodium acetate, pH 5.0, may be necessary.  
 
1.  
Excise the DNA fragment from the agarose gel with a clean, sharp scalpel.  
Minimize the size of the gel slice by removing extra agarose.  
 
2.  
Weigh the gel slice in a colorless tube. Add 3 volumes of Buffer QG to 1 
volume of gel (100 mg ~ 100 µl).  
For example, add 300 µl of Buffer QG to each 100 mg of gel. For >2% agarose 
gels, add 6 volumes of Buffer QG. The maximum amount of gel slice per 
QIAquick column is 400 mg; for gel slices >400 mg use more than one 
QIAquick column.  
 
3.  
Incubate at 50°C for 10 min (or until the gel slice has ompletely 
dissolved). To help dissolve gel, mix by vortexing the tube every 2–3 min 
during the incubation.  
IMPORTANT: Solubilize agarose completely. For >2% gels, increase incubation 
time.  
 
4.  
After the gel slice has dissolved completely, check that the color of the 
mixture is yellow (similar to Buffer QG without dissolved agarose).  
If the color of the mixture is orange or violet, add 10 µl of 3 M sodium 
acetate, pH 5.0, and mix. The color of the mixture will turn to yellow. The 
adsorption of DNA to the QIAquick membrane is efficient only at pH =7.5. 
Buffer QG contains a pH indicator which is yellow at pH =7.5 and orange or 
violet at  
higher pH, allowing easy determination of the optimal pH for DNA binding.  
 
 
5.  
Add 1 gel volume of isopropanol to the sample and mix. For example, if the 
agarose gel slice is 100 mg, add 100 µl isopropanol. This step increases 
the yield of DNA fragments <500 bp and >4 kb. For DNA fragments between 500 
bp and 4 kb, addition of isopropanol has no effect on yield.  
Do not centrifuge the sample at this stage.  
 
 
6. 
Place a QIAquick spin column in a provided 2 ml collection tube.  
 
7.  
To bind DNA, apply the sample to the QIAquick column, and centrifuge for 1 
min. The maximum volume of the column reservoir is 800 µl. For sample 
volumes of more than 800 µl, simply load and spin again.  
 
8. 
Discard flow-through and place QIAquick column back in the same collection 
tube.  
Collection tubes are re-used to reduce plastic waste.  
 
9. 
(Optional): Add 0.5 ml of Buffer QG to QIAquick column and centrifuge for 1 
min.  
This step will remove all traces of agarose. It is only required when the 
DNA will subsequently be used for direct sequencing, in vitro transcription 
or microinjection.  
 
10.  
To wash, add 0.75 ml of Buffer PE to QIAquick column and centrifuge for 1 
min.  
Note: If the DNA will be used for salt sensitive applications, such as 
blunt-end ligation and direct sequencing, let the column stand 2–5 min 
after addition of Buffer PE, before centrifuging.  
 
11.  
Discard the flow-through and centrifuge the QIAquick column for an 
additional 1 min at =10,000 x g (~13,000 rpm).  
IMPORTANT: Residual ethanol from Buffer PE will not be completely removed 
unless the flow-through is discarded before this additional centrifugation.  
 
12.  
Place QIAquick column into a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.  
 
13.  
To elute DNA, add 50 µl of Buffer EB (10 mM Tris·Cl, pH 8.5) or H2O to the 
center of the QIAquick membrane and centrifuge the column for 1 min at 
maximum speed. Alternatively, for increased DNA concentration, add 30 µl 
elution buffer to the center of the QIAquick membrane, let the column stand 
for 1 min, and then centrifuge for 1 min.  
IMPORTANT: Ensure that the elution buffer is dispensed directly onto the 
QIAquick membrane for complete elution of bound DNA. The average eluate 
volume is 48 µl from 50 µl elution buffer volume, and 28 µl from 30 µl.  
 
Elution efficiency is dependent on pH. The maximum elution efficiency is 
achieved between pH 7.0 and 8.5. When using water, make sure that the pH 
value is within this range, and store DNA at –20°C as DNA may degrade in 
the absence of a buffering agent. The purified DNA can also be eluted in TE 
(10 mM Tris·Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0), but the EDTA may inhibit subsequent 
enzymatic reactions.  
 
 
 
Introduction
Use the PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit to isolate high quality plasmid DNA  
(up to 30 µg) from E. coli cells in 30–45 minutes. Purified plasmid DNA is suitable for all routine 
downstream applications including bacterial cell transformation, mammalian cell transfection, 
DNA sequencing, restriction enzyme digestion, cloning, and PCR. The PureLink® Quick Plasmid 
Miniprep Kit can be used with a centrifuge or a vacuum manifold.
Contents
QUICK REFERENCE
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kits
Catalog numbers K2100-10 and K2100-11
Publication Part number 25-0789             MAN0003721                         Revision Date 25 April 2011
Intended Use
For research use only. Not intended for any animal 
or human therapeutic or diagnostic use.
Before Starting
•	 Add RNase A to Resuspension Buffer (R3) according to the instructions on the label. Mix 
well. Mark the bottle label after adding RNase A. Store Buffer R3 with RNase A at 4°C. 
•	 Warm Lysis Buffer (L7) briefly at 37°C to redissolve any particulate matter.
•	 Add 96–100% ethanol to Wash Buffer (W9) and Wash Buffer (W10) according to 
instructions on each label. Mix well. Store wash buffers with ethanol at room temperature.
•	 If you are using a vacuum manifold, set up and attach the manifold to a vacuum source.
•	 Grow transformed E. coli in 1–5 mL LB medium overnight. 
Component Catalog number
K2100-10
50 reactions
K2100-11
250 reactions
Resuspension Buffer (R3; 50 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM EDTA) 13 mL 65 mL
RNase A (20 mg/mL in Resuspension Buffer R3) 100 μL 550 μL
Lysis Buffer (L7; 200 mM NaOH, 1% w/v SDS) 13 mL 65 mL
Precipitation Buffer (N4) 18 mL 90 mL
Wash Buffer (W9) 12 mL 55 mL
Wash Buffer (W10) 12 mL 56 mL
TE Buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 0.1 mM EDTA) 15 mL 30 mL
Wash and recovery tubes 50 each 250 each
Spin columns 50 each 250 each
Purification Procedure Using Centrifugation
Introduction
Follow this procedure to purify plasmid DNA using a centrifuge. Use a microcentrifuge 
capable of centrifuging at >12,000 × g. For processing a large number of samples 
simultaneously, see Purification Procedure Using Vacuum.
Notes
•	 Perform all centrifugation steps at room temperature using a microcentrifuge.
•	 Optional: Preheat an aliquot of TE Buffer (TE) to 65–70°C for eluting DNA. Heating is 
optional for eluting 1–30 kb plasmid DNA but is recommended for eluting DNA >30 kb.
•	 Caution: Buffers contain hazardous reagents. Use caution when handling buffers.
Isolate miniprep plasmid DNA
1. Harvest. Centrifuge 1–5 mL of the overnight LB-culture. (Use 1–2 × 109 E. coli 
cells for each sample.) Remove all medium.
2. Resuspend. Add 250 μL Resuspension Buffer (R3) with RNase A to the cell pellet 
and resuspend the pellet until it is homogeneous.
3. Lyse. Add 250 μL Lysis Buffer (L7). Mix gently by inverting the capped tube 
until the mixture is homogeneous. Do not vortex. Incubate the tube at room 
temperature for 5 minutes.
4. Precipitate. Add 350 μL Precipitation Buffer (N4). Mix immediately by inverting 
the tube, or for large pellets, vigorously shaking the tube, until the mixture is 
homogeneous. Do not vortex. Centrifuge the lysate at >12,000 × g for 10 minutes.
5. Bind. Load the supernatant from step 4 onto a spin column in a 2-mL wash tube. 
Centrifuge the column at 12,000 × g for 1 minute. Discard the flow-through and 
place the column back into the wash tube.
6. Optional Wash. (Recommended for endA+ strains). Add 500 μL Wash Buffer 
(W10) with ethanol to the column. Incubate the column for 1 minute at room 
temperature. Centrifuge the column at 12,000 × g for 1 minute. Discard the flow-
through and place column back into the wash tube.
7. Wash and remove ethanol. Add 700 μL Wash Buffer (W9) with ethanol to the 
column. Centrifuge the column at 12,000 × g for 1 minute. Discard the flow-
through and place the column into the wash tube. Centrifuge the column at 
12,000 × g for 1 minute. Discard the wash tube with the flow-through.
8. Elute. Place the Spin Column in a clean 1.5-mL recovery tube. Add 75 μL of 
preheated TE Buffer (TE) to the center of the column. Incubate the column for  
1 minute at room temperature. 
9. Recover. Centrifuge the column at 12,000 × g for 2 minutes. The recovery tube 
contains the purified plasmid DNA. Discard the column. Store plasmid DNA at 4°C 
(short-term) or store the DNA in aliquots at −20°C (long-term).
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7 NucleoBond®	Xtra	plasmid	purification
The	 following	 section	 includes	 the	 protocols	 for	 high-copy	 and	 low-copy	 plasmid	
purification	 as	 well	 as	 for	 concentration	 of	 NucleoBond® Xtra eluates with the 
NucleoBond® Finalizers.
7.1	 High-copy	plasmid	purification	(Midi,	Maxi)
Midi Maxi
1 Prepare a starter culture
Inoculate	a	3–5	mL	starter	culture	of	LB	medium	with	a	single	colony	picked	from	
a	freshly	streaked	agar	plate.	Make	sure	that	plate	and	liquid	culture	contain	the	
appropriate	selective	antibiotic	 to	guarantee	plasmid	propagation	 (see	section	
4.3	for	more	information).	Shake	at	37	°C	and	~	300	rpm	for	~	8	h.	
2
!
Prepare a large overnight culture
Note: To utilize the entire large binding capacity of the NucleoBond® Xtra Columns 
it is important to provide enough plasmid DNA. If the culture is known to grow 
poorly or the plasmid does not quite behave like a high-copy plasmid, please 
consult section 4.6 for larger culture volumes. If you are not sure about the 
plasmid copy number and growth behavior of your host strain, increase the culture 
volume and decide later in step 3 how much cells to use for the preparation. The 
recommended culture volumes below are calculated for a final OD600 of around 
4 (see section 4.5).
Inoculate	an	overnight	culture	by	diluting	the	starter	culture	1 / 1000	into	the	given	
volumes of LB medium also containing the appropriate selective antibiotic. Grow 
the	culture	overnight	at	37	°C	and	~	300	rpm	for	12–16	h.
100 mL 300 mL
3 Harvest bacterial cells
Measure	 the	 cell	 culture	 OD600 and determine the recommended culture 
volume.
V	[mL]	=	400 / OD600 V	[mL]	=	
1200 / OD600
Pellet	 the	cells	by	centrifugation	at	4,500–6,000 x g for ≥	10	min at 4 °C and 
discard the supernatant completely.
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
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Note: It is of course possible to use larger culture volumes, for example if the 
plasmid does not behave like a typical high-copy vector (see section 4.6 for 
more information). In this case increase RES, LYS and NEU buffer volumes 
proportionally in steps 4, 5 and 7. Additional lysis buffer might have to be ordered 
separately (see ordering information for NucleoBond® Xtra Buffer Set I, section 
8.2). If the culture volume is more than double the recommended culture volume, 
it is advantageous to use a centrifuge for the lysate clarification in step 8 rather 
than the NucleoBond® Xtra Column Filters. 
4 Resuspension (Buffer RES)
Resuspend the cell pellet completely in Resuspension Buffer RES + RNase A 
by pipetting the cells up and down or vortexing the cells. 
For	an	efficient	cell	lysis	it	is	important	that	no	clumps	remain	in	the	suspension.	
Note: Increase RES buffer volume proportionally if more than the recommended cell 
mass is used (see section 4.8 for information on optimal cell lysis and section 4.9 
regarding difficult-to-lyse strains).
8 mL 12 mL
5
!
Cell lysis (Buffer LYS)
Check Lysis Buffer LYS for precipitated SDS prior to use.	If	a	white	precipitate	
is	 visible,	warm	 the	 buffer	 for	 several	minutes	 at	 30–40	°C	until	 precipitate	 is	
dissolved	completely.	Cool	buffer	down	to	room	temperature	(18–25	°C).
Add Lysis Buffer LYS to the suspension. 
Mix	 gently	 by	 inverting the tube 5 times. Do not vortex as this will shear 
and release contaminating chromosomal DNA from cellular debris into the 
suspension. 
Incubate the	mixture	at	room	temperature	(18–25	°C)	for	5 min.
Warning:	 Prolonged	 exposure	 to	 alkaline	 conditions	 can	 irreversibly	 denature	
and degrade plasmid DNA and liberate contaminating chromosomal DNA into 
the lysate.
Note: Increase LYS buffer volume proportionally if more than the recommended cell 
mass is used (see section 4.8 for information on optimal cell lysis).
8 mL 12 mL
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
MACHEREY-NAGEL – 01 / 2013, Rev. 1130
Midi Maxi
6 Equilibration (Buffer EQU)
Equilibrate a NucleoBond® Xtra Column together 
with	the	inserted	column	filter	with	Equilibration 
Buffer EQU. 
Apply	the	buffer	onto	the	rim	of	the	column	filter	
as shown in the picture and make sure to wet 
the	entire	filter.
Allow	the	column	to	empty	by	gravity	flow.	The	
column does not run dry.
12 mL 25 mL
7
!
Neutralization (Buffer NEU)
Add Neutralization Buffer NEU to the suspension and immediately mix the 
lysate gently by inverting the tube 10–15 times. Do not vortex. 
The	flask	or	tube	used	for	this	step	should	not	be	filled	more	than	two	thirds	to	
allow	homogeneous	mixing.	Make	sure	 to	neutralize	completely	 to	precipitate	
all	 the	 protein	 and	 chromosomal	 DNA.	 The	 lysate	 should	 turn	 from	 a	 slimy,	
viscous	consistency	to	a	low	viscosity,	homogeneous	suspension	of	an	off-white	
flocculate.	
Immediately	 proceed	 with	 step	 8.	 An incubation of the lysate is not 
necessary.
Note: Increase NEU buffer volume proportionally if more than the recommended cell 
mass is used (see section 4.8 for information on optimal cell lysis).
8 mL 12 mL
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
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8
!
Clarification	and	loading
Make	sure	to	have	a	homogeneous	suspension	of	the	precipitate	by	inverting 
the tube 3 times directly before applying the lysate to the equilibrated 
NucleoBond®	Xtra	Column	Filter	to	avoid	clogging	of	the	filter.
The	lysate	is	simultaneously	cleared	and	loaded	onto	the	column.	Refill	the	filter	
if	more	lysate	has	to	be	loaded	than	the	filter	is	able	to	hold.	Allow	the	column	to	
empty	by	gravity	flow.	
Alternative:	The	precipitate	can	be	removed	by	centrifugation	at	≥	5,000	x	g for 
at	 least	10	min,	 for	example	 if	more	 than	double	 the	 recommended	cell	mass	
was	used.	If	the	supernatant	still	contains	suspended	matter	transfer	it	to	a	new	
tube	and	repeat	the	centrifugation,	preferably	at	higher	speed,	or	apply	the	lysate	
to the equilibrated NucleoBond® Xtra Column Filter. 
This	clarification	step	is	extremely	important	since	residual	precipitate	may	clog	
the NucleoBond®	 Xtra	 Column.	 To	 load	 the	 column	 you	 can	 either	 apply	 the	
cleared	lysate	to	the	equilibrated	filter	or	remove	the	unused	filter	beforehand.	
Allow	the	column	to	empty	by	gravity	flow.
Note: You may want to save all or part of the flow-through for analysis (see section 
8.1).
9
!
Wash	column	filter	and	column	(Buffer EQU)
Wash the NucleoBond® Xtra Column Filter and Nu-
cleoBond® Xtra Column with Equilibration Buffer 
EQU. 
Apply	the	buffer	to	the	funnel	shaped	rim	of	the	filter	
and make sure it is washing out the lysate which 
is	 remaining	 in	 the	 filter.	 Omitting	 this	 step	 or	 just	
pouring the buffer directly inside the funnel may 
reduce plasmid yield.
5 mL 15 mL
10 Discard	column	filter
Either pull out the NucleoBond® Xtra Column Filter or discard it 
by turning the column upside down.
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
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Wash column (Buffer WASH)
Wash the NucleoBond® Xtra Column with Wash Buffer WASH. 
It	 is	 important	 to	 remove	 the	 column	 filter	 before	 applying	 the	
washing buffer to avoid low purity.
8 mL 25 mL
12 Elution (Buffer ELU)
Elute the plasmid DNA with Elution Buffer ELU. Collect the eluate in a 15 mL or 
50	mL	centrifuge	tube	(not	provided).
Note: Preheating Buffer ELU to 50 °C prior to elution may improve yields for large 
constructs such as BACs.
Proceed	with	step 13 for the centrifugation protocol after isopropanol precipitation 
or continue with section 7.3 for plasmid concentration and desalination by 
using the NucleoBond®	Finalizer	(NucleoBond®	Xtra	Midi	Plus)	or	NucleoBond® 
Finalizer	Large	(NucleoBond®	Xtra	Maxi	Plus).
Optional: Determine plasmid yield by UV spectrophotometry in order to adjust desired 
concentration of DNA in step 15 and calculate the recovery after precipitation.
5 mL 15 mL
13 Precipitation
Add room-temperature isopropanol to precipitate the eluted plasmid DNA. 
Vortex thoroughly!
Centrifuge at ≥	5,000	x g for ≥	15	min at ≤	room	 temperature,	 preferably	 at	
15,000 x g for 30 min at 4 °C. Carefully discard the supernatant.
3.5 mL 10.5 mL
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
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14 Wash and dry DNA pellet
Add room-temperature 70 %	ethanol to the pellet.
2 mL 5 mL
Centrifuge at ≥	5,000	x	g,	preferably	≥	15,000	x	g for 5 min at room temperature 
(18–25 °C).
Carefully remove ethanol completely from the tube with a pipette tip. Allow the 
pellet to dry at room temperature	(18–25 °C).
Note: Plasmid DNA might be harder to dissolve when over-dried.
5–10 min 10–15 min
15 Reconstitute DNA
Dissolve	 the	DNA	pellet	 in	an	appropriate	volume	of	buffer	TE	or	sterile	H2O.	
Depending	 on	 the	 type	 of	 centrifugation	 tube,	 dissolve	 under	 gentle	 pipetting	
up	and	down	or	constant	spinning	in	a	sufficient	amount	of	buffer	for	10–60	min	
(3D-shaker).
Determine	plasmid	yield	by	UV	spectrophotometry.	Confirm	plasmid	integrity	by	
agarose	gel	electrophoresis	(see	section	4.14).
NucleoBond®	Xtra	Midi / Maxi
Transfektion:  
	  
Forsøg 1 med HOXA9 promotoren 
Udregningerne til transformationen er foretaget i et excel ark. I denne protokol vil der blive angivet 
de koncentrationer og mængder, der er blevet brugt. Først angives alle værdierne brugt til forsøget 
med HOXA9promotoren og herefter for HOXA9 forsøget. 
1. Der laves først to cellelinjer, en med Caco-2 og en med SW480 til forsøget med HOXA9 
promotoren og en cellelinje (caco-2) til forsøget med selve HOXA9-genet Dette er gjort af 
laboranten Mette. 
2. Fortynd DNA koncentrationerne 100 gange(100 X fortynding = 5 µl + 495 µl 150 
mMNaCl). 
3. Mål DNA koncentrationer på nanodrop og noter: 
Tabel	  a,	  tabellen	  viser	  de	  målte	  koncentrationer	  af	  plasmidopløsningerne	  
plasmid nr                    Koncentration af DNA ug/ul ug/ul 
317 PGL4.10  (4.35) 0,039 
 PGL4.10 HOXA9 Prom 0,024 
423 CDX2 0,015 
 pHIV-Zsgreen 0,026 
20 CMV-lacZ (#20) (7.26) (dilute 10 x) 0,074 
 SK+ (4.0) 0,095 
 
4. Hver opløsning skal indeholde nedenstående µg DNA, (dette skema er en mellemregning, 
der udregnes i trin 5, hvor stort volumen dette svarer til, når vi kender koncentrationen): 
Tabel	  b,	  tabellen	  viser	  den	  mængde	  DNA	  som	  skal	  tilsættes	  DNA	  mix	  opløsningerne	  
DNA mix DNA i ug  pGL4- CMV-lacZ (#20) SK+ CDX2 Total  
1 PGL4.10 0,4 0,2 1,8  2,4  
2 PGL4 HOXA9 prom 0,4 0,2 1,8  2,4  
3 pgl4.10 + CDX2 0,4 0,2 1,4 0,4 2,4  
4 PGL4 HOXA9 prom + CDX2 0,4 0,2 1,4 0,4 2,4  
5 pHIV-Zsgreen 2,4 0 0  2,4  
        
 
 
 
 5. I dette skema ses volumen til hver opløsning af DNA mix: 
Tabel	  c,	  tabellen	  viser	  volumen	  af	  hver	  DNA	  opløsning	  som	  skal	  tilsættes	  de	  respektive	  DNA	  mix	  
DNA mix     DNA i µl pGL4- CMV-lacZ sk+ CDX2 Total 150 Mm NaCl PEI25* 
1 PGL4.10 10,3 2,7 18,9  31,9 168,1 200 
2 PGL4.10 HOXA9 Prom 16,7 2,7 18,9  38,3 161,7 200 
3 pgl4.10 + 
CDX2 
10,3 2,7 14,7 26,5 54,1 145,9 200 
4 PGL4 HOXA9 prom + 
CDX2 
16,7 2,7 14,7 26,5 60,6 139,4 200 
5 pHIV-Zsgreen 92,3 0,0 0,0  92,3 107,7 200 
*PEI25 = 4 µ 1mM PEI25 + 2 mL 150 mMNaCl 
 
6. Efter fremstilling af ovenstående DNA mix. Inkuberes disse i minimum en time ved 
stuetemperatur.  
7. Tilsæt 49µl af hver DNA blanding til 3 brønde ved hver cellelinje. 
8. Sæt prøverne i varmeskab ved 37°C og 5% CO2 i 2 dage hvorefter der kan foretages 
målinger. (fremgangsmåde for dette forekommer i næste protokol) 
 
Forsøg 2 med HOXA9 promotoren 
Fremgangsmåde i forsøg 2 med HOXA9 promotoren er den samme som i forsøg1 med HOXA9 
promotoren, herunder ses de 3 skemaer som er brugt i forsøget. 
Tabel	  d,	  tabellen	  viser	  de	  målte	  koncentrationer	  af	  plasmidopløsningerne	  for	  forsøg	  2	  med	  HOXA9	  promotoren	  
plasmid nr Koncentration af DNA ug/ul Ug/ul 
317 PGL4.10  (4.35) 0,041 
 PGL4.10 HOXA9 Prom 0,018 
423 pHIV CDX2 dtomato 0,013 
 pHIV-Zsgreen 0,026 
20 CMV-lacZ (#20) (7.26) (dilute 10 x) 0,020 
434 SK+ (4.0) 0,022 
17 CMV CDX3 0,005 
 
 
 
 
Opløsningerne laves ud fra følgende skema: 
Tabel	  e,	  tabellen	  viser	  den	  mængde	  DNA	  som	  skal	  tilsættes	  DNA	  mix	  opløsningerne	  i	  forsøg	  2	  med	  HOXA9	  promotoren	  	  
DNA mix DNA i ug pGL4- CMV-lacZ (#20)  SK+ CDX2 CDX3 Total 
1 PGL4.10 0,4 0,2 1,8   2,4 
2 PGL4 HOXA9 prom 0,4 0,2 1,8   2,4 
3 pgl4.10 + CDX2 0,4 0,2 1,4 0,4  2,4 
4 PGL4 HOXA9 prom + CDX2 0,4 0,2 1,4 0,4  2,4 
5 pgl4.10 + CDX3 0,4 0,2 1,4  0,4 2,4 
6 PGL4 HOXA9 prom + CDX3 0,4 0,2 1,4  0,4 2,4 
 
Volumen af hver DNA mix er derfor:  
Tabel	  f,	  tabellen	  viser	  volumen	  af	  hver	  DNA	  opløsning	  som	  skal	  tilsættes	  de	  respektive	  DNA	  mix	  for	  forsøg	  2	  med	  HOXA9	  
promotoren	  	  
DNA 
mix 
DNA i µl pGL4- CMV- 
lacZ 
 (#20) 
sk+ Total 150 Mm 
NaCl 
CDX2 CDX3 PEI25 
1 PGL4.10 9,8 10,3 83,7 103,8 96,2   200 
2 PGL4.10 HOXA9 Prom 22,2 10,3 83,7 116,2 83,8   200 
3 pgl4.10 + CDX2 9,8 10,3 65,1 115,5 84,5 30,30  200 
4 PGL4 HOXA9 prom + CDX2 22,2 10,3 65,1 127,9 72,1 30,30  200 
5 pgl4.10 + CDX3 9,8 10,3 65,1 165,2 34,8  80    200 
6 PGL4 HOXA9 prom + CDX3 22,2 10,3 65,1 177,6 22,4      80 200 
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Forsøg med HOXA9-genet: 
Fremgangsmåde i forsøget med HOXA9-genet er den samme som i forsøgene med HOXA9 
promotoren, i dette forsøg er der dog, som angivet i fremgangsmåde, kun brugt caco-2 celler.  
Herunder ses de 3 skemaer som er brugt i forsøget med HOXA9-genet. 
Tabel	  g,	  tabellen	  viser	  den	  målte	  koncentration	  af	  plasmidopløsningen	  i	  forsøget	  med	  HOXA9-­‐genet	  
Koncentration af DNA ug/ul Ug/ul 
pHIV HOXA9 dTOMATO 0,058 
	  
Mængden	  af	  DNA	  i	  prøven	  ses	  i	  nedenstående	  skema	  
Tabel	  h,	  tabellen	  viser	  den	  mængde	  DNA	  som	  skal	  tilsættes	  DNA	  mix	  opløsningne	  i	  forsøget	  med	  HOXA9-­‐genet	  
DNA i ug pGL4- CMV-lacZ (#20) SK+ Total 
pHIV HOXA9 dTOMATO 2,4 0 0 2,4 
	  
Volumen	  til	  DNA	  opløsningen	  ses	  her	  
Tabel	  i,	  tabellen	  viser	  volumen	  af	  DNA	  opløsningen	  som	  skal	  tilsættes	  DNA	  mix	  i	  forsøget	  med	  HOXA9-­‐genet	  
DNA i µl pGL3- CMV-lacZ (#20) sk+ Total 150 Mm NaCl 
pHIV HOXA9 dTOMATO 41,7 0,0 0,0 41,7 158,3 
	  
Protokol	  til	  måling	  af	  luciferase	  aktivitet	  efter	  transfektion.	  
Direct	  Lysis	  Protocol	  for	  Microplate	  Cultures	  
This	  procedure	  is	  designed	  for	  adherent	  cells	  growing	  in	  96-­‐well	  tissue	  culture-­‐treated	  luminometer	  	  
plates	  (solid	  white	  or	  clear-­‐bottom,	  white-­‐well	  plates).	  Perform	  assays	  in	  triplicate	  at	  room	  	  
temperature.	  Heat	  inactivation	  of	  endogenous	  galactosidase	  activity	  is	  not	  effective	  with	  this	  protocol.	  	  
For	  the	  following	  hazards,	  see	  the	  complete	  safety	  alert	  descriptions	  in	  Appendix	  D	  “Safety”	  on	  	  
page	  6:	  	  
WARNING!	  CHEMICAL	  HAZARDS.	  Lysis	  Solution.	  	  
1. Add	  DTT	  (to	  0.5	  mM)	  to	  the	  required	  volume	  of	  Lysis	  Solution	  (if	  desired,	  see	  Note	  2).	  	  
2. Rinse	  cell	  cultures	  once	  with	  PBS.	  	  
3. Add	  10	  μL	  of	  Lysis	  Solution	  to	  each	  well	  and	  incubate	  for	  10	  min.	  	  
4. Continue	  with	  the	  Chemiluminescent	  Detection	  Protocol	  (Section	  C)	  omitting	  Step	  3.	  	  
	  
C.	  Chemiluminescent	  Detection	  Protocol	  
For	  the	  following	  hazards,	  see	  the	  complete	  safety	  alert	  descriptions	  in	  Appendix	  C	  “Safety”	  on	  page	  	  
6:	  	  WARNING!	  CHEMICAL	  HAZARDS.	  Buffer	  A,	  Buffer	  B,	  Galacton-­‐Plus	  substrate,	  	  
Accelerator-­‐II.	  
	  
Perform	  all	  assays	  in	  triplicate	  at	  room	  temperature.	  	  
1. Equilibrate	  Buffer	  A	  and	  B	  to	  room	  temperature.	  	  
2. Dilute	  Galacton-­‐Plus	  substrate	  1:100	  in	  Buffer	  B.	  Prepare	  only	  enough	  for	  single	  day’s	  use	  (100	  
μL/tube	  or	  well).	  	  
3. Tranfer	  10	  μL	  of	  extracts	  to	  luminometer	  tubes	  
4. Add	  25	  μL	  of	  Buffer	  A	  to	  each	  tube	  
1. Within	  10	  min,	  inject	  100	  μL	  of	  Buffer	  B	  (containing	  Galacton-­‐Plus	  substrate).	  After	  a	  1-­‐2	  sec	  delay,	  
read	  the	  luciferase	  signal	  for	  0.1-­‐1	  sec/well	  
5. Incubate	  for	  30-­‐60	  min	  at	  room	  temperature.	  	  
6. Inject	  100	  μL	  of	  Accelerator-­‐II.	  After	  a	  1-­‐2	  sec	  delay,	  read	  the	  β-­‐galactosidase	  signal	  for	  0.1-­‐1	  
sec/well	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